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De l'imagerie par résonance magnétique à la radiosensibilisation 
Par 
Etienne M. Hébert 
Département de médecine nucléaire et radiobiologie 
Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l'obtention 
du diplôme de philosophiae doctor (Ph.D.) en sciences des radiations et imagerie 
biomédicale, Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, 
Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
Cette thèse approfondit l'étude de nanoparticules d'or de 5 nm de diamètre 
recouvertes de diamideéthanethioldiethylènetriaminepentacétate de gadolinium 
(DTDTPA.Gd), un agent de contraste pour l'imagerie par résonance magnétique (IRM). En 
guise de ciblage passif, la taille des nanoparticules a été contrôlée afin d'utiliser le réseau 
de néovaisseaux poreux et perméable des tumeurs. De plus les tumeurs ont un drainage 
lymphatique déficient qui permet aux nanoparticules de demeurer plus longtemps dans le 
milieu interstitiel de la tumeur. Les expériences ont été effectuées sur des souris Balb/c 
femelles portant des tumeurs MC7-L1. 
La concentration de nanoparticules a pu être mesurée à l'IRM in vivo. La 
concentration maximale se retrouvait à la fin de l'infusion de 10 min. La concentration 
s'élevait à 0.3 mM dans la tumeur et de 0.12 mM dans le muscle environnant. Les 
nanoparticules étaient éliminées avec une demi-vie de 22 min pour les tumeurs et de 20 min 
pour le muscle environnant. 
Les nanoparticules ont été fonctionnalisées avec le peptide Tat afin de leur conférer 
des propriétés de ciblage actif. La rétention de ces nanoparticules a ainsi été augmentée de 
1600 %, passant d'une demi-vie d'élimination de 22 min à 350 min. 
La survie des souris a été mesurée à l'aide de courbes Kaplan-Meier et d'un modèle 
mathématique évalue l'efficacité de traitements. Le modèle nous permet, à l'aide de la 
vitesse de croissance des tumeurs et de l'efficacité des traitements, de calculer la courbe de 
survie des spécimens. 
Un effet antagoniste a été observé au lieu de l'effet synergétique attendu entre une 
infusion de Au@DTDTPA:Gd et l'irradiation aux rayons X. L'absence d'effet synergétique 
a été attribuée à l'épaisseur du recouvrement de DTDTPA:Gd qui fait écran aux électrons 
produits par l'or. De plus, le moyen d'ancrage du recouvrement utilise des thiols qui 
peuvent s'avérer être des capteurs de radicaux. 
De plus, contrairement a ce qui était escompté, un effet chimiothérapeutique de ces 
nanoparticules a été observé in vitro et in vivo. Par contre, le mécanisme précis de cet effet 
est encore à être expliquer, mais on sait déjà que les nanoparticules d'or affectent les 
fonctions des macrophages ainsi que l'angiogenèse. 
MOTS-CLÉS : Radiosensibilisateur, Nanoparticules d'or, Agent de contraste pour l'IRM, 
Électrons de basses énergies, Kaplan-Meier, Effet chimiothérapeutique 
ÉPIGRAPHE 
Ail that is gold does not glitter, 
Not ail those that wander are lost; 
The old that is strong does not wither, 
Deep roots are not reached by the frost 
J. R. R. Tolkien 
Truth, like gold, is to be obtained not by its growth, 
but by washing away from it ail that is not gold. 
Léo Tolstoy 
People assume that time is a strict progression of cause to effect... 
but actually, from a non-linear, non-subjective viewpoint, 
it's more like a big bail of wibbly-wobbly timey-wimey... stuff 
The Doctor 
TABLE DES MATIÈRES 
RÉSUMÉ II 
ÉPIGRAPHE III 
TABLE DES MATIÈRES IV 
LISTE DES TABLEAUX VI 
LISTE DES FIGURES VII 
LISTE DES SIGLES, ABRÉVIATIONS ET SYMBOLES X 
I. INTRODUCTION 1 
1.1 Historique 1 
1.2 Imagerie par résonance magnétique (IRM) 13 
1.3 Nanoparticules 19 
1.4 Radiation 23 
1.5 Analyse statistique Kaplan-Meier 31 
II. MATÉRIEL ET MÉTHODES 33 
II. 1 Fabrication des nanoparticules d'or 33 
II. 1.1 Complexant thiolé (DTDTPA) 34 
II. 1.2 Synthèse des nanoparticules d'or 35 
II. 1.3 Complexation du gadolinium 36 
II. 1.4 Fonctionnalisation avec le peptide Tat 37 
II. 1.5 Caractérisation des nanoparticules 38 
II.2 Culture cellulaire 42 
II. 3 Radiation utilisée 43 
II.4 Tests in vitro et in vivo 45 
11.4.1 Tests in vitro 45 
11.4.2 Biodistribution et pharmacocinétique 45 
11.4.3 Tests de survie 47 
11.4.4 Comparaison de deux courbes 50 
III.RÉSULTAT S 52 
III. 1 Caractérisation des nanoparticules d'or 52 
III. 1.1 Caractérisation de la taille 52 
III. 1.2 Caractérisation du recouvrement 54 
III. 1.3 Caractérisation de la stabilité 56 
III. 1.4 Caractérisation de la relaxivité 58 
III.2 Modèle mathématique de survie 59 
Etienne M. Hébert 
Table des matières V 
111.2.1 Présentation du modèle 59 
111.2.2 Introduction des traitements dans le modèle 64 
111.2.3 Évaluation des paramètres 66 
111.3 Tests in vitro 69 
111.4 Tests in vivo 70 
111.4.1 Biodistribution 70 
111.4.2 Pharmacocinétique 71 
111.4.3 Test de survie 74 
III. 5 PeptideTat 76 
IV. DISCUSSION ET CONCLUSIONS 79 
IV. 1 Modèle mathématique de survie 79 
IV.2 Caractérisation de la stabilité 85 
IV.3 Tests in vivo 87 
IV.4 Tests in vitro 96 
IV.5 PeptideTat 97 
IV.6 Conclusions générales 98 
V. REMERCIEMENTS 100 
VI. LISTE DES PUBLICATIONS 102 
VIL ANNEXES 106 
VII. 1 Programme MathCad 106 
VII.2 Calculs du nombre d'atomes d'or par nanoparticule 107 
VII.2.1 Nombre d'atomes par particule 107 
VII.2.2 Nombre d'atomes surfacique par particule 107 
VII.3 Calculs de l'épaisseur du recouvrement 108 
VII.3.1 DTDTPA :Gd 108 
VII.3.2 Nombre de Tat 109 
VII.4 Caractéristiques du Therapax 110 
VII.4.1 Doses et débits 110 
VII.4.2 Rendements en profondeur 111 
VII.4.3 Autres caractéristiques 116 
VII. 5 Table du x2 118 
VIL6 Principe de chromatographie par exclusion de taille 119 
Etienne M. Hébert 
LISTE DES TABLEAUX 
Tableau 1-1 : Biodistribution de 1,35 g Au/ kg nanoparticules d'or 5 min post injection 
intraveineuse (Hainfeld et al., 2004) 9 
Tableau 1-2 : Facteur d'augmentation de dose moyen dans la tumeur pour l'or avec 
différents types de radiation 26 
Tableau II-l : Concentrations de AU@DTDTPA:Gd et de Magnevist utilisées pour les 
mesures de relaxivité 41 
Tableau II-2 : Présentation générale des résultats Kaplan-Meier 50 
Tableau IV-1 : Fraction des cellules cancéreuses contribuant à la croissance de la tumeur 
après le traitement par radioimmunothérapie 82 
Tableau IV-2 : Fraction des cellules cancéreuses contribuant à la croissance de la tumeur 
après le traitement par 2-DG combiné à la radioimmunothérapie 83 
Tableau VII-1 : Caractéristiques des nanoparticules d'or en fonction de la taille 107 
Tableau VII-2 : Répartition de la masse dans les Au@DTDTPA:Gd+Tat 109 
Tableau VII-3 : Doses et débit de dose du Therapax 110 
Tableau VII-4 : Rendement en profondeur du Therapax, 80 kV 1.15 mm Al 111 
Tableau VII-5 : Rendement en profondeur du Therapax, 80 kV 2.24 mm Al 112 
Tableau VII-6 : Rendement en profondeur du Therapax, 100 kV 4.88 mm Al 113 
Tableau VII-7 : Rendement en profondeur du Therapax, 120 kV 8.28 mm Al 114 
Tableau VII-8 : Rendement en profondeur du Therapax, 150 kV 12.74 mm Al 115 
Tableau VII-9 : Autres caractéristiques du Therapax 117 
Tableau VII-10 : Table du x2 (Scherrer, 1984) 118 
Etienne M. Hébert 
LISTE DES FIGURES 
Fig. 1-1 : Spectre d'absorption UV/visible de solutions de nanoparticules d'or 2 
Fig. 1-2 : Diagramme montrant l'amélioration de la douleur aux jointures 3 
Fig. 1-3 : Structure des nanoparticules d'or 4 
Fig. 1-4 : Courbes de potentiel des colloïdes 5 
Fig. 1-5 : Fraction survivante de fibroblastes irradiés sur une surface d'or 7 
Fig. 1-6 : Radiographie de souris après injection de nanoparticules d'or 8 
Fig. 1-7 : Évolution de tumeurs après injection de nanoparticules d'or et/ou 
irradiation 10 
Fig. 1-8 : Graphique de la survie de souris après différents traitements de tumeurs 
EMT-6 sous-cutanées 10 
Fig. 1-9 : Imagerie par résonance magnétique de différentes solutions 12 
Fig. 1-10 : Orientation des spins des protons d'hydrogène en l'absence de champs 
magnétiques 14 
Fig. 1-11 : Orientation des spins des protons d'hydrogène en présence d'un champ 
magnétique 15 
Fig. 1-12 : Précession de spin 15 
Fig. 1-13 : Temps de relaxation T] et T2 16 
Fig. 1-14 : Courbe de relaxation longitudinale pour différent type de tissu sans agent 
de contraste dans un champ de 1 Tesla (Hendrix, 2003) 17 
Fig. 1-15 : Représentation schématique des mécanismes par lesquels des 
nanoparticules peuvent être accumulées dans les tumeurs 19 
Fig. 1-16 : ADN surenroulé irradié aux électrons de 60 keV 21 
Fig. 1-17 : Images par transmission d'électrons de fibroblaste humain incubés avec des 
nanoparticules fonctionnalisées au Tat 22 
Fig. 1-18: Coefficients d'absorption des photons dans l'or, l'eau et les tissus mous 
(Hubbell et Seltzer, 2010) 23 
Fig. 1-19: Rapport des coefficients d'absorption des photons dans l'or et dans l'eau 
(Hubbell et Seltzer, 2010) 24 
Fig. 1-20: Rapport des pouvoirs d'arrêt des électrons dans l'or et dans l'eau (Hubbell 
et Seltzer, 2010) 25 
Fig. 1-21: Effet des nanoparticules d'or à l'extérieur de la tumeur pour des rayons X 
de 140kVp 27 
Fig. 1-22: Figure de mérite indiquant le type de radiation préférentiel en présence 
d'or 28 
Etienne M. Hébert 
Liste des figures VIII 
Fig. 1-23: Dose produite dans des solutions de Fricke en présence de nanoparticules 
d'or 29 
Fig. 1-24: Courbes de survie de cellules irradiées 30 
Fig. 1-25: Ligne de temps pour l'analyse Kaplan-Meier (Bland et Altman, 1998) 31 
Fig. 1-26: Comparaison des courbes Kaplan-Meier théorique S(t) et expérimentale 
S'(t) 32 
Fig. II-I: Structure chimique du DTDTPA (Debouttière et al., 2006) 34 
Fig. II-2: Représentation schématique et non à l'échelle du greffage du DTDTPA sur 
la nanoparticule d'or (Debouttière et al., 2006) 39 
Fig. II-3: Culture cellulaire MC7-L1(X200) (Lanari et al, 2001) 42 
Fig. II-4: Spectre du Therapax 44 
Fig. II-5 : Conversion de carte de T] en carte de concentration 46 
Fig. II-6 : Illustration de la méthode utilisée pour mesurer les tumeurs sous-cutanées. ..47 
Fig. II-7 : Croissance exponentielle du volume d'une tumeur MC7-L1 non traitée chez 
une souris Balb/c 48 
Fig. III-l : Image par microscopie à transmission d'électrons des Au@DTDTPA:Gd 
(Hébert etal., 2010) 52 
Fig. III-2: Distribution des tailles des nanoparticules obtenues par microscopie à 
transmission d'électrons 53 
Fig. III-3: Analyse thermogravitométrique de Au@DTDTPA:Gd 54 
Fig. III-4: Analyse ICP-MS combinée avec à la chromatographie par exclusion de 
taille 56 
Fig. III-5: Mesure de la relaxivité du Au@DTDTPA:Gd (•) et du Magnevist ( • ) 58 
Fig. III-6: Croissance exponentielle des tumeurs 60 
Fig. III-7: Transfert de distribution gaussienne g(k) de la croissance de tumeur à une 
distribution de souris euthanasiées D(x) 62 
Fig. III-8: Effet de la fraction de tumeur survivante F, la moyenne de la croissance 
et de son écart type a sur la survie des rongeurs 67 
Fig. III-9: Décompte de colonies avec Au@DTDTPA:Gd combiné avec des rayons X. 69 
Fig. 111-10 : Diverses images par résonance magnétique de souris Balb/c montrant la 
biodistribution après infusion de Au@DTDTPA:Gd 70 
Fig. III-l 1 : Perfusion pendant et après une infusion intraveineuse de 13.5 mg de 
Au@DTDTP A : Gd 71 
Fig. 111-12 : Imagerie par résonance magnétique durant l'infusion de Au@DTDTPA:Gd.73 
Fig. 111-13 : Graphique de la survie de souris après différents traitements de tumeurs 
MC7-L1 sous-cutanées 75 
Etienne M. Hébert 
Liste des figures IX 
Fig. 111-14 : Distribution des tailles des nanoparticules avec Tat obtenues par 
microscopie à transmission d'électrons 76 
Fig. 111-15: Variation de la masse dans l'analyse thermogravitométrique des 
nanoparticules d'or avec et sans Tat 77 
Fig. 111-16 : Perfusion pendant et après une infusion intraveineuse de 13.5 mg de 
Au@DTDTP A : Gd+T at 78 
Fig. IV-1: Croissance des tumeurs pour le groupe traité avec 50 |j.Ci avec (ligne 
pleine) et sans (ligne pointillée) au 2 g de 2-DG/kg de souris (Dearling et 
ai, 2007) 79 
Fig. IV-2: Courbes de survie de souris après traitement par radioimmunothérapie et/ou 
2-DG 80 
Fig. IV-3: Transformation d'une courbe Kaplan-Meier (noir) en fonction (rouge) 81 
Fig. IV-4 : Létalité du gadolinium libre 85 
Fig. IV-5 : Représentation schématique des mécanismes par lesquels des 
nanoparticules peuvent être accumulées et éliminées de la tumeur 87 
Fig. IV-6 : Images de la distribution de Au@DTDTPA:Gd dans des rats 88 
Fig. IV-7: Graphique de survie de rats portant des tumeurs gliosarcome 9L traitées par 
radiation et/ou Au@DTDTPA:Gd 89 
Fig. IV-8: Interaction prédominante des photons en fonction de leurs énergies et du 
numéro atomique de la matière avec laquelle les photons interagissent 90 
Fig. IV-9: Pénétration des électrons dans l'eau liquide 91 
Fig. IV-10 : Dépendance (A) temporelle et (B) de taille pour l'inclusion de 
nanoparticules dans les cellules (Chithrani et ai, 2006) 92 
Fig. IV-11 : Dépôt de l'énergie par les électrons dans l'eau par des nanoparticules d'or. ..93 
Fig. IV-12: Éjection relative de bases d'ADN Go/Gp en fonction de la concentration de 
thiol pour différente source de thiols 94 
Fig. VII-1 : Principe de la chromatographie par exclusion de taille 119 
Etienne M. Hébert 
LISTE DES SIGLES, ABRÉVIATIONS ET SYMBOLES 
ADN Acide désoxyribonucléique 
Au Or 
Au@DTDTPA Nanoparticules d'or recouverte de DTDTPA sans Gd complexé 
Au@DTDTPA:Gd Nanoparticules d'or recouverte de DTDTPA avec Gd complexé 
Au@DTDTPA:Gd+Tat Nanoparticules d'or recouverte de DTDTPA avec Gd complexé 
et fonctionnalisé avec un peptide Tat. 
DEF Facteur d'augmentation de dose (dose enhancement factor) 
DMF Diméthyformamide 
DTDTPA Diamideéthanethioldiethylènetriaminepentacétate 
DTDTPA:Gd Gadolinium complexé dans du DTDTPA 
DTPABA Bisanhydride DTPA 
FBS Fetal Bovine sérum 
FITC Fluorescéine isothiocyantate 
Gd Gadolinium 
IRM Imagerie par résonance magnétique 
MEM Minimum essential médium 
PBS Tampon phosphate (phosphate buffer saline) 
Z Nombre atomique 
Etienne M. Hébert 
I. INTRODUCTION 
1.1 Historique 
L'or, dû à ses propriétés chimiques et physiques, a été utilisé à de nombreuses applications, 
en passant par la confection de bijoux jusqu'à la technologie informatique. Encore plus 
intrigante, c'est l'utilisation de l'or sous sa forme colloïdale. C'est Michael Faraday 
(Faraday, 1857) qui, en 1857, a publié le premier article scientifique sur les nanoparticules 
d'or. 11 rapporte qu'une solution de colloïdes d'or produite à partir de phosphore et de 
trichlorure d'or donne de fines particules et produit un « beau fluide rubis ». Il attribue cette 
couleur à la nature colloïdale de l'or. Il rapporte aussi que la solution doit être de faible 
concentration, si la solution est trop concentrée, un dépôt se forme. 
Il fallut cependant attendre 1908 afin de comprendre la coloration rouge foncé des 
solutions de colloïdes d'or. En effet, c'est le physicien allemand Gustav Mie qui rationalisa 
l'absorption et la diffusion de la lumière visible de ces solutions en utilisant les équations 
de Maxwell (Mie, 1908). L'origine de l'absorption et de la diffusion est attribuée à une 
résonance avec les électrons libres de la bande de conduction des nanoparticules, aussi 
appelés plasmons. Ces interactions apparaissent pour des particules beaucoup plus petites 
que la longueur d'onde de la lumière. Le maximum de cette résonance se situe à 517 nm 
pour les plus petites nanoparticules (<10 nm de diamètre) et augmentant avec la taille de la 
nanoparticule (575 nm pour des 99 nm de diamètre) (Link et El-Sayed, 1999) , comme 
montré à la Fig. 1-1. Ces longueurs d'onde absorbées représentent des teintes de vert dans le 
spectre électromagnétique, cela explique pourquoi les solutions de colloïdes d'or ont une 
couleur rouge. Les positions et intensités de cette résonance peuvent aussi être utilisées 
pour déterminer la taille et la concentration des colloïdes dans la solution. 
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Fig. 1-1 : Spectre d'absorption UV/visible de solutions de nanoparticules d'or. 
Le diamètre des nanoparticules est de 9, 22, 48 et 99 nm dans l'eau. Tous les spectres sont 
normalisés à leur maximum d'absorption, qui est 517, 521, 533 et 575 nm respectivement 
(Link et El-Sayed, 1999). 
Les premières utilisations rationnelles de l'or en médecine eurent lieu au début des 
années 1920 (Milacic et al., 2008). Le bactériologiste et prix Nobel de médecine Robert 
Koch utilisa du K[Au(CN)2] pour traiter la bactérie causant la tuberculose, dont il est le 
découvreur. Cependant, ce traitement fut rapidement abandonné étant donné ses forts effets 
secondaires et fut remplacé par des complexes thiolés de AU(I), moins toxiques. 
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Fig. 1-2 : Diagramme montrant l'amélioration de la douleur aux jointures. 
L'homme de cinquante-sept ans est atteint de polyarthrite depuis cinq ans. Notons de 
nombreuses enflures aux jointures avant le traitement et presque des jointures normales 
neuf mois plus tard. Deux séries de 1.5 mg de sels d'or ont été données, avec un intervalle 
de six semaines (Forestier, 1935). 
Dans les années 1930, le médecin français Jacques Forestier se met à traiter 
l'arthrite rhumatoïde à l'aide de ces mêmes complexes (Forestier, 1935). On peut entre 
autre voir un diagramme montrant l'amélioration de la douleur aux jointures d'un patient de 
l'époque traité aux sels d'or à la Fig. 1-2. En effet, à l'époque, l'arthrite rhumatoïde était 
considérée comme reliée à la tuberculose, justifiant ainsi l'utilisation des sels d'or pour son 
traitement. Pendant les décennies suivantes, les complexes thiolés de AU(I) restèrent le 
traitement de choix pour l'arthrite rhumatoïde. 
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Fig. 1-3 : Structure des nanoparticules d'or. 
C'est dans les mêmes années que furent expliqués les phénomènes reliés à la 
stabilité des nanoparticules. En effet, en 1927, Kruyt expliqua la nature colloïdale des 
nanoparticules d'or (Kruyt et al., 1952; Verwey et Overbeek, 1948). Des colloïdes sont de 
petites particules, de l'ordre du nanomètre ou micromètre, qui sont en suspension dans un 
milieu dispersant différent. Plus précisément, les nanoparticules d'or sont des colloïdes 
lyophobes, ce qui leur donne leur nature thermodynamique instable. En effet, les colloïdes 
lyophobes, représentés à la Fig. 1-3, sont des particules composées d'un cœur rigide 
(cristallin pour ce qui est de l'or) entouré d'ions (généralement AuCl", si créé à partir d'un 
sel tel que HAuCLt, LiAuCL» ...). Ce sont ces ions qui confèrent la charge négative aux 
nanoparticules d'or et leur donnent leur relative stabilité. Cette première couche se recouvre 
d'ions positifs. Cela crée une interface en bicouche diffuse, venant diminuer la répulsion 
entre les colloïdes. La stabilité d'une solution dépend de l'équilibre entre les forces 
attractives de Van de Waals et les forces de répulsion électrostatiques, comme illustrées à la 
Fig. 1-4. 
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Fig. 1-4 : Courbes de potentiel des colloïdes. 
Ces courbes représentent l'énergie d'interaction entre les colloïdes lyophobes. Il y a 
stabilité pour les courbes 1 à 4 (Kruyt et al., 1952). 
Les courbes 1 à 7 représentent différents types de courbes d'énergie possible, allant 
de celle ayant le moins de probabilités de floculation à celle en ayant le plus. La courbe 1 
montre une répulsion de plus en plus forte lorsque la distance entre les colloïdes diminue, 
empêchant la floculation. Dans les courbes 2 et 3, on voit apparaître un seuil énergétique 
qui, si franchi, peut entraîner une floculation réversible puisque le minimum énergétique est 
plus bas pour de grandes distances. La courbe 4 est la dernière où la stabilité est possible, 
mais si le seuil énergétique est franchi, la floculation est plus permanente. Dans les trois 
dernières, la floculation est inévitable, seule la vitesse de floculation peut changer. 
Ce délicat équilibre est donc très sensible aux changements de conditions de la 
solution. Un changement de concentration ou du nombre d'électrolytes peut engendrer un 
déséquilibre des ions de la bicouche et engendrer une floculation des nanoparticules et une 
sédimentation. Une augmentation de la température, engendrant un mouvement brownien 
plus important, peut aussi déstabiliser la bicouche et engendrer une floculation. 
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Il y a de nombreuses façons de synthétiser des nanoparticules d'or, afin d'obtenir 
des tailles (Kimling et al., 2006) et des formes variées (Tréguer-Delapierre et al., 2008). La 
plupart du temps, ces nanoparticules sont produites à partir de la réduction d'un sel dans 
l'eau, de Au(III) à Au(0). La taille finale des nanoparticules sera déterminée par la vitesse 
de réduction de l'or. Plus la réduction est rapide, plus il y aura de cœurs d'or formés et 
moins il y aura d'or pour la croissance de ceux-ci. Cela créera de plus petites particules. Les 
méthodes de synthèses actuelles sont pour la plupart dérivées de la méthode développée par 
John Turkevich et ses collaborateurs (Turkevich et al., 1951) en 1951 qui introduisirent la 
méthode de réduction de ce sel à l'aide de citrate. Cette méthode est d'ailleurs toujours 
couramment utilisée de nos jours. 
C'est dans les mêmes années que l'on commence à s'intéresser à la différence de 
doses absorbées par les matériaux à bas et à haut nombre atomique (Z). En effet, en 1949, 
Spiers (Spiers, 1949) étudia les différences de doses absorbées lors d'irradiations, 
cependant c'était pour mieux comprendre les inhomogénéités entre les tissus mous et les 
os. Le concept de radiosensibilisation par des matériaux à haut Z pour le traitement du 
cancer par la radiothérapie est apparu en 1980. Cette notion est apparue grâce à Matsudaira 
et ses collaborateurs (Matsudaira et al, 1980) qui ont mesuré une augmentation de l'effet 
de la radiothérapie sur des cellules avec un agent de contraste à base d'iode avec les rayons 
X, mais pas avec les rayons y. Ceci suggérait que le mécanisme d'action de la 
radiosensibilisation passait par l'effet photoélectrique sur l'iode. Ce même effet pouvait 
donc avoir lieu sur les autres atomes à haut Z, dont l'or. Il devient donc un choix 
intéressant, puisqu'il est déjà utilisé à d'autres fins. 
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Fig. 1-5 : Fraction survivante de fibroblastes irradiés sur une surface d'or. 
Fraction survivante de fibroblastes C3H 10T1/2 d'embryons de souris déposés sur une 
surface d'or (•) ou de polyméthacrylate de méthyle (PMMA, • et •) recouvert de PMMA 
en fonction de dose de rayons X de 80 kV ou de rayons y du 60Co. Le graphique (a) couvre 
des doses de 0 à 200 mGy, le graphique (b), des doses de 0 à 6 Gy. La mention du 60Co 
indique qu'une irradiation aux rayons y concorde avec celle des rayons X, en tenant compte 
de la marge d'erreur (Regulla et al, 1998). 
C'est en 1998 que Regulla et al. (Regulla et al., 1998) montrèrent l'effet 
radiosensibilisateur de l'or. Ils ont effectué des expériences sur du polyméthacrylate de 
méthyle (un équivalent du tissu) et des fibroblastes de souris déposés sur des surfaces d'or 
dont certains des résultats sont montrés à la Fig. 1-5. Ils ont montré une augmentation de la 
dose aux fibroblastes jusqu'à deux ordres de grandeur sur les échantillons déposés sur l'or, 
et ce, avec la même dose de radiation incidente. Ils attribuèrent eux aussi l'augmentation de 
dose à une plus grande section efficace des photons de 80 kV avec l'or qu'avec le PMMA, 
donc à une augmentation de l'éjection d'électrons secondaires de l'or due à l'effet 
photoélectrique. 
En 2000, Herold et al. (Herold et al., 2000) ont trouvé que des particules d'or de 1.5 
à 3 jim injectée directement dans des tumeurs de souris augmente l'efficacité de la 
radiation. C'était le début du traitement du cancer grâce aux particules d'or. Cependant, il 
manquait toujours un moyen de distribution efficace de ces particules au site même de la 
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tumeur. En effet, un radiosensibilisateur ne peut être efficace que s'il a un mécanisme pour 
s'accumuler de façon préférentielle dans la tumeur et ainsi ne radiosensibiliser que celle-ci. 
C'est Hainfeld et al. (Hainfeld et al., 2004) en 2004 qui trouvèrent ce mécanisme de 
distribution des nanoparticules. Ils utilisèrent les travaux de Dvorak et al. (Dvorak et al., 
1988) sur la porosité des vaisseaux sanguins pour déterminer la grosseur optimale pour 
l'accumulation de particules dans le tissu interstitiel de la tumeur. En effet, Dvorak et al. 
(Dvorak et al., 1988) ont tenté de mesurer la porosité de cinq tumeurs cancéreuses murines. 
Les tumeurs cancéreuses ont tendance à croître trop rapidement et le réseau vasculaire n'a 
pas le temps de croître adéquatement. Cela crée des défauts par lesquels des particules 
peuvent s'échapper, particules qui ne s'échappent pas de la vascularisation des tissus sains. 
La technique qu'ils ont utilisée sera décrite plus en détail à la section 1.3. En résumé, ils ont 
observé que des particules de 11,6 et 17,4 nm de diamètres ne pénétraient pas la tumeur, 
mais des particules de 2,4 nm étaient assez petites pour pouvoir rejoindre le milieu 
interstitiel des tumeurs. 
Ainsi, Hainfeld et al. (Hainfeld et al., 2004) utilisèrent des nanoparticules d'or de 
1,9 nm de diamètre afin de tester leur effet radiosensibilisateur. Ils ont injecté dans la veine 
caudale une solution de tampon phosphate salin (PBS) avec une concentration d'or allant 
jusqu'à 2,7 g d'or/ kg de souris. Ils ont observé la localisation rapide (2 min) des 
nanoparticules dans les tumeurs à l'aide de la radiographie. Les résultats obtenus sont 
montrés à la Fig. 1-6. 
Fig. 1-6 : Radiographie de souris après injection de nanoparticules d'or. 
Radiographie des pattes arrières de souris avant (A) et après (B) injection intraveineuse de 
2,7 g de nanoparticules d'or/ kg de souris. Un contraste significatif (blanc) provenant de 
l'or peut être vu dans la cuisse (Flèche) (Hainfeld et al, 2004). 
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Grâce à ces radiographies, ils ont démontré que les nanoparticules d'or de cette 
taille se localisaient préférentiellement dans les tumeurs cancéreuses murines EMT-6. En 
utilisant cette taille, ils évitaient aussi la capture trop importante de ces nanoparticules par 
le foie, qui serait survenu pour des particules de tailles plus grandes. Afin de caractériser la 
biodistribution des nanoparticules, des échantillons de plusieurs tissus ont été prélevés 
5 min post injection. Ces résultats sont reportés au Tableau 1-1. Une accumulation 
importante a, entre autres, pu être observée dans les reins. Le tout peut facilement 
s'expliquer puisque les nanoparticules sont rapidement éliminées de la circulation sanguine 
via le système urinaire. 





Tumour 4.9 ± 0.6 1.0 1.8 
Tumour periphery 8.9 ± 3.2 0.6 1.0 
Muscle 1.4 ± 0.1 3.5 6.4 
Liver 2.8 ± 0.1 1.8 3.2 
Kidney 132.0 ±2.7 0.4 0.1 
Blood 18.6 ± 3.7 0.3 0.5 
Tableau 1-1 : Biodistribution de 1,35 g Au/' kg nanoparticules d'or 5 min post injection 
intraveineuse (Hainfeld et al., 2004). 
Ils ont ensuite combiné l'injection de ces nanoparticules avec une irradiation de 
30 Gy des tumeurs 2 min post injection intraveineuse avec des rayons X de 250 kVp, 
5 Gy/min. De la Fig. 1-7, ils ont observé une diminution du volume moyen des tumeurs 
lorsqu'il y avait une combinaison de l'irradiation et des nanoparticules. Cette diminution 
n'était pas observée lorsqu'il y avait les nanoparticules seules ou l'irradiation seule. 
L'injection des nanoparticules seule ne changeait pas la croissance des tumeurs 
comparativement à l'absence de traitements et l'irradiation seule ralentissait la croissance 
tumorale, sans l'arrêter. 
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Fig. 1-7 : Évolution de tumeurs après injection de nanoparticules d'or et/ou irradiation. 
Volume moyen de tumeurs après : (a) aucun traitement (A); (b) injection intraveineuse 
d'or (1,35 g Au/ kg, •); (c) irradiation (30 Gy, 250 kVp, •); (d) injection intraveineuse d'or 
(1,35 g Au/ kg) suivi par une irradiation (30 Gy, 250 kVp, •) (Hainfeld et al., 2004). 
Lorsque la survie de souris fut étudiée pour les mêmes traitements, ils ont observé 
une augmentation de 66 % de la survie lorsque les nanoparticules étaient combinées avec 
l'irradiation. Ces résultats sont montrés à la Fig. 1-8. Ils ont ainsi fait passé la survie de 
20 % des souris après un an pour une irradiation seule à une survie de 86 % après un an 
pour une irradiation avec nanoparticules d'or à 2,7 kg d'or/ kg de souris. 
gold only irradiation only 
no treatment 
gold + irradiation 







a — 2 0 %  
o% 
365 
Fig. 1-8 : Graphique de la survie de souris après différents traitements de tumeurs EMT-6 
sous-cutanées. 
Cercle : Sans traitement et or seulement (1,35 g Au/kg); Triangle : irradiation seulement 
(26 Gy, 250 kVp); Carré : irradiation (26 Gy, 250 kVp) après injection de 1,35 g Au/kg de 
nanoparticules d'or; Losange : irradiation (26 Gy, 250 kVp) après injection de 2,7 g Au/kg 
de nanoparticules d'or (Hainfeld et al., 2004). 
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Quoique prometteuse, cette étude nécessite quelques éclaircissements. En effet, le 
type de nanoparticules d'or utilisé par Hainfeld et al. n'est décrit que par sa taille, mais 
aucune mention du recouvrement n'est fournie. Il est nécessaire, pour une bonne 
compréhension du mécanisme de radiosensibilisation, de connaître le type de recouvrement 
utilisé. Si les nanoparticules sont créées par une simple réduction d'un sel d'or, elles 
acquerront quand même un recouvrement d'ions permettant une répulsion électrostatique. 
De plus, le type de lignée cellulaire utilisée n'est pas représentatif de tout type de cancer, 
incitant à vérifier l'efficacité des nanoparticules d'or sur d'autres types de cancer. 
En plus de la possibilité d'utiliser les nanoparticules d'or en tant que 
radiosensibilisateur, il est possible de les utiliser à d'autres fins. En effet, il est possible de 
lier une grande quantité de ligands aux nanoparticules d'or afin de leur donner les bonnes 
propriétés biologiques, optiques ou d'imagerie (Boisselier et Astruc, 2009). En effet, il est 
facile d'y accrocher le ligand approprié grâce au fort lien Au-S (Giersig et Mulvaney, 
1993). 
C'est en effet cette caractéristique que Debouttière et al. (Debouttière et al, 2006) 
ont utilisée afin de créer une nouvelle classe d'agent de contraste pour l'imagerie par 
résonance magnétique (IRM). Le lien Au-S a été utilisé afin d'accrocher sur des 
nanoparticules d'or de 2.4 nm environ 150 diamideéthanethioldiethylènetriamine-
pentacétate de gadolinium (DTDTPA:Gd), molécule analogue à l'agent de contraste pour 
l'IRM connue sous le nom de Magnevist (DTPA:Gd), couramment utilisé en clinique. Les 
nanoparticules d'or ainsi créées seront notées Au@DTDTPA:Gd afin de montrer le cœur 
d'or recouvert de DTDTPA :Gd. L'efficacité des Au@DTDTPA:Gd en tant qu'agent de 
contraste peut être observée à la Fig. 1-9. Une relaxivité de 3,9 /mMs est d'ailleurs mesurée 
comparativement à 3 /mMs pour le Magnevist pour la même quantité de gadolinium. On 
peut donc voir que les Au@DTDTPA:Gd ont une relaxivité similaire au Magnevist. Les 
atomes de gadolinium libres ont une relaxivité plus élevée de 11,4 /mMs, mais leur toxicité 
sous cette forme ne permet pas leur utilisation in vivo. 
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Fig. 1-9 : Imagerie par résonance magnétique de différentes solutions. 
Imagerie par résonance magnétique pondérée T1 à différentes concentrations de Gd. Les 
images correspondent, de gauche à droite, à des solutions de : Au@DTDTPA:Gd, 
Au@DTDTPA, DTPA:Gd et GdClj (Debouttière et al., 2006). 
Cela offre donc la possibilité de combiner le double effet d'un agent de contraste 
pour l'IRM et radiosensibilisateur pour les traitements de radiothérapie. Un tel agent 
permettrait de visualiser les nanoparticules d'or à l'aide de l'imagerie afin bien planifier le 
traitement de radiothérapie. En particulier, il est souhaitable d'optimiser le nombre et 
l'orientation de faisceaux de rayons X et de déterminer le moment idéal pour l'irradiation. 
Pour ce faire, une étude in vivo est nécessaire afin de vérifier l'exactitude de cette 
hypothèse. 
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1.2 Imagerie par résonance magnétique (IRM) 
L'imagerie par résonance magnétique est une méthode d'imagerie non invasive. Ce type 
d'imagerie est basé sur le principe physique de la résonance magnétique nucléaire. Ce 
qu'utilise cette méthode est le moment cinétique intrinsèque, appelé spin, du noyau des 
atomes, en particulier celui des atomes d'hydrogène dans le cas de son application 
médicale. Le spin est une propriété intrinsèque des particules élémentaires associée, en 
physique classique, à la propriété de moment angulaire. Quoiqu'étant une analogie 
pratique, le spin est une propriété découlant de la physique quantique et ne correspond pas 
à un mouvement de rotation de ces particules. Cependant, l'analogie s'avère pratique afin 
de simplifier les concepts reliés au spin. 
En fait, le spin est une quantité vectorielle magnétique dont le module peut être 
entier ou demi-entier tout en étant une quantité invariante. Les particules possédant un spin 
demi-entier s'appellent les fermions; celle de spin entier, les bosons. Plus spécifiquement, 
voici la liste des spins des particules généralement rencontrées. 
Spin Vi : Électrons, positrons, protons et neutrons. 
Spin 1 : Photons 
Le spin total des particules est composé du spin de chacune de ses parties en plus du 
moment angulaire des parties l'une par rapport à l'autre. Le principe d'exclusion de Pauli 
indique que tout fermion ne peut pas avoir tous les mêmes nombres quantiques qu'un autre 
fermion du système. Donc, les atomes constitués d'un nombre pair de protons et d'un 
nombre pair de neutrons auront un spin total nul et seront magnétiquement neutres. Ces 
atomes sont donc inutilisables pour l'IRM. Par contre, lorsque le nombre de protons ou de 
neutrons est impair, comme dans le cas de l'hydrogène qui n'a qu'un seul proton et aucun 
neutron, le spin total est non nul et ces atomes peuvent être utilisés. C'est l'hydrogène, et en 
particulier celui de l'eau, qui est presque qu'exclusivement utilisé pour l'IRM étant donné 
sa grande abondance dans le corps et son spin total non nul. 
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Maintenant, si l'on considère une très petite partie d'un objet à visualiser (patient ou 
objet inerte) et que l'on regarde les spins des protons de l'hydrogène en l'absence de 
champs magnétiques, nous verrions une distribution aléatoire de l'orientation des spins 
menant à magnétisation nette nulle pour la zone observée. (Voir Fig. I-10) 
Fig. 1-10 : Orientation des spins des protons d'hydrogène en l'absence de champs 
magnétiques. 
Par contre, lorsqu'on applique un champ magnétique sur la zone observée et que 
l'on attend suffisamment longtemps, les spins vont interagir avec ce champ magnétique et 
créer un certain alignement avec ce champ magnétique. Cet alignement va s'effectuer selon 
deux états, c'est-à-dire «up» ou «down» dont les niveaux d'énergie sont légèrement 
différents. En effet, l'état up a un niveau d'énergie légèrement plus bas que l'état down. 
Étant donné cette différence en énergie, les deux orientations ne seront pas tout à fait 
équiprobables. Les atomes avec un spin up vont être légèrement plus probables ce qui va 
créer une magnétisation nette de la zone dans la direction du champ magnétique, comme 
montré à la Fig. 1-11, ce débalancement devenant plus important pour des champs 
magnétiques plus intenses. Ce débalancement entre les deux états est quand même très 
léger, tout au plus quelque dizaine de spins up de plus que de down par million de protons 
pour la puissance des appareils d'IRM disponibles à ce jour. C'est grâce à cet excès de 
magnétisation que l'IRM peut fonctionner. 
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Fig. 1-11 : Orientation des spins des protons d'hydrogène en présence d'un champ 
magnétique. 
La section de gauche représente l'ensemble des spins, celle de droite, la magnétisation 
résultante totale. 
Par contre, l'alignement des spins avec le champ magnétique n'est pas exact. Ceux-
ci vont en fait tourner autour du champ magnétique dans un mouvement de précession, 
comme illustré à la Fig. 1-12. En l'absence de toute autre influence, la précession des spins 
ne sera pas en phase et l'orientation de la magnétisation totale va être la même que 
l'orientation du champ magnétique. C'est cette précession qui est utilisée afm de faire de 
l'imagerie. 
Fig. 1-12 : Précession de spin. 
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La façon de procéder est d'envoyer une impulsion de radiofréquence qui va avoir 
pour effet de faire basculer la magnétisation de sa position d'équilibre longitudinale et de 
mettre en phase les spins dans le sens transversal. Cette impulsion doit avoir la même 
fréquence que la fréquence de précession du spirt des protons. Cette fréquence fut nommée 
du nom de son découvreur, le physicien irlandais Joseph Larmor. La fréquence de Larmor 
(o augmente de façon proportionnelle avec le champ magnétique B, tel que : 
Équation 1-1 : co = yB 
Où y est le rapport gyromagnétique de l'atome, c'est-à-dire le rapport du moment 
magnétique ja et du moment cinétique p. 
Équation 1-2 : y = — 
P 
Suite au passage de cette impulsion, les spins vont revenir vers leur position 
d'équilibre et la magnétisation va revenir dans la direction longitudinale. Comme montré à 
la Fig. 1-13, deux temps de relaxation caractérisent le comportement de la magnétisation 
suivant une impulsion de radiofréquence: le temps Ti correspond au temps que met la 
magnétisation longitudinale à revenir a 63 % de sa valeur finale; et le temps T2 correspond 






Fig. 1-13 : Temps de relaxation Ti et T2. 
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Le temps de relaxation T] et T2 ne sont pas des valeurs fixes. Ils dépendent de 
l'environnement autour des protons et de leur mobilité. Ces caractéristiques varient en 
fonction du type de tissu dans lequel les protons se trouvent. Un aperçu des différents 
temps de relaxation longitudinale est montré à la Fig. 1-14.C'est cette diversité de temps de 
relaxation va donc fournir le contraste en IRM. 
Fat 
100% White matter 
63% Gray matter I 
B CSF 
I 
2500 t [ms] 240 680 809 
Fig. 1-14 : Courbe de relaxation longitudinale pour différent type de tissu sans agent de 
contraste dans un champ de 1 Tesla (Hendrix, 2003). 
Après un certain temps (temps de répétition, TR), une autre impulsion peut être 
envoyée pour répéter la séquence. Le temps d'écho (TE) est le temps écoulé entre 
l'application d'une impulsion de radiofréquence et la détection de la magnétisation 
transverse. En faisant varier TR et TE, les images créées peuvent utiliser les 
caractéristiques des temps Ti ou T2 pour faire ressortir différentes zones à étudier. 
Afin de mieux contraster certaines zones, les zones cancéreuses par exemple, on 
peut utiliser certains agents, nommés agents de contraste. Le principe est d'envoyer des 
molécules dans le système qui vont aller se loger dans ces zones de façon préférentielle et 
qui vont changer l'environnement autour des protons de l'eau. Par le fait même, elles vont 
changer les temps de relaxation Ti et/ou T2 et créer des zones avec un contraste plus 
important. 
Les molécules paramagnétiques ou superparamagnétiques font d'excellents agents 
de contraste. Le gadolinium en particulier, grâce à ses sept électrons non appariés, est 
couramment utilisé comme agent de contraste. Sous sa forme d'ion libre, le gadolinium est 
hautement toxique, mais chélaté dans un composé, il peut être utilisé de façon sécuritaire. 
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Cependant, tous les agents de contraste ne sont pas équivalents. À concentration 
égale, certains agents de contraste vont avoir plus d'effet que d'autre. La caractéristique 
d'un agent de contraste à modifier le temps de relaxation d'un milieu est appelée la 
relaxivité. À concentrations utilisées, les agents de contrastes généralement augmentent la 
vitesse de relaxation longitudinale associée à un temps Tj. Si le temps Tio est le temps de 
relaxation Ti sans agent de contraste et que ri est la relaxivité de l'agent de contraste, alors 
1 1 
Equation 1-3 : — - — + r, C 
T T 1\ *10 
où C est la concentration de l'agent de contraste dans le milieu. La relaxivité permet donc 
de comparer numériquement l'efficacité de deux agents de contraste. 
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1.3 Nanoparticules 
Un radiosensibilisateur efficace doit avoir un mode de distribution qui privilégie les zones à 
traiter, c'est-à-dire dans ce cas-ci les tumeurs. Pour ce faire, nous avons utilisé un mode de 
ciblage passif. Nous avons utilisé les caractéristiques biologiques des tumeurs cancéreuses 
qui permettent aux nanoparticules d'une certaine taille de plus fortement pénétrer dans les 
tumeurs et d'y être plus fortement retenues, appelé effet EPR (enhanced permeability and 
rétention), comme illustré à la Fig. 1-15. 
Fig. 1-15 : Représentation schématique des mécanismes par lesquels des nanoparticules 
peuvent être accumulées dans les tumeurs. 
Le ciblage passif peut être obtenu par l'extravasation (i.e., sortie du vaisseau sanguin vers 
le tissu environnant) des nanoparticules exploitant la perméabilité des vaisseaux des 
tumeurs et un drainage lymphatique déficient. Un ciblage actif est représenté ici comme la 
fonctionnalisation des particules par un ligand qui se lie à la surface des cellules (Peer et 
ai, 2007). 
En effet, les tumeurs qui croissent rapidement forment un réseau de néovaisseaux 
poreux ayant une grande perméabilité Vasculaire. De plus, les tumeurs ont un drainage 
lymphatique déficient qui permet aux nanoparticules de demeurer plus longtemps dans le 
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milieu interstitiel de la tumeur. Pour pleinement utiliser l'effet EPR des tumeurs, il faut 
utiliser la bonne taille de nanoparticules. Les expériences de Dvorak et al. (Dvorak et al., 
1988) ont été effectuées afin de déterminer les grosseurs de nanoparticules idéales. 
Ils ont utilisé des polymères de dextrane marqués à la fluorescéine isothiocyantate 
(FITC). Des molécules de 3, 70 et 150 kDa de dextrane sont équivalentes à des 
nanoparticules de 2,4, 11,6 et 17,4 nm. Ils ont injecté dans la veine caudale 4 fimol de 
chaque molécule à des souris ayant des tumeurs. Cinq tumeurs différentes ont été utilisées 
soit deux lignées de carcinome de la voie biliaire, une lignée de carcinome pulmonaire de 
Lewis, une lignée de carcinome mammaire de type TA3/St et une lignée de tumeur 
ovarienne de souris. Ils ont constaté que des nanoparticules de 11,6 et 17,4 nm ne pouvaient 
pas être détectés en dehors des vaisseaux sanguins normaux, et ce, même 60 min après 
l'injection. Ils ont aussi remarqué des fuites en dehors des vaisseaux sanguins à la 
périphérie des cinq types de tumeurs, mais aucune pénétration au cœur des tumeurs. Ils ont 
aussi remarqué que les particules de 2,4 nm pénétraient les tumeurs, mais qu'une 
pénétration au niveau des tissus sains était aussi observée. Ceci indique que pour utiliser 
pleinement de l'effet EPR, les nanoparticules doivent avoir un diamètre compris entre 
2,4 nm et 11,6 nm. 
Étant donné que la cible privilégiée est l'ADN, un ciblage actif est aussi à 
considérer. En effet, plusieurs groupes ont effectué des expériences qui ont montré que les 
nanoparticules d'or pouvaient radiosensibiliser l'acide désoxyribonucléique (ADN) 
lorsqu'ils se trouvaient à proximité. 
Parmi ceux-ci, Foley et al. (Foley et al., 2005) ont utilisé des nanoparticules 
fonctionnalisées afin de les rendre chargées positivement. Cette charge aide les 
nanoparticules d'or à se lier à l'ADN, naturellement négativement chargé. Ils ont démontré 
que la présence de nanoparticules de 5 nm de diamètre (en ratio ~100 nanoparticules par 
ADN) augmentait les bris à l'ADN de 25 à 50 % d'ADN surenroulés irradiés aux rayons X. 
Ils ont aussi montré que la simple présence de nanoparticules d'or avait un léger effet, 
produisant ~5 % de bris. 
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Fig. 1-16 : Dommage à l'ADN surenroulé irradié avec des électrons de 60 keV. 
Courbe de réponse à l'exposition aux électrons de 60 keV pour la formation de cassures 
simple et doubles brins et perte de nature surenroulée de l'ADN pour : des films de 
nanoparticules d'or/ADN en ratio 2:1. (•); des fils d'ADN pur d'épaisseur identique (•) 
(«300 nm) (Zheng et ai, 2008). 
Plus récemment, Zheng et al. ont utilisé des nanoparticules composées à 87 % de 
5 nm et moins avec des plasmides surenroulés de 3197 paires de bases. Ils ont mesuré la 
radiosensibilisation de films de nanoparticules d'or/ADN en ratio 2 : 1 lors d'une 
irradiation aux électrons de 60 keV en fonction du nombre d'électrons. On peut observer 
plusieurs phénomènes à partir des résultats présentés à la Fig. 1-16. On peut tout d'abord 
remarquer qu'il y a déjà des dommages créés par le simple ajout des nanoparticules d'or 
sans irradiation. Ceci n'est pas surprenant étant donné que les manipulations créent elles-
mêmes environ 15 % de bris simple brin et environ 7 % de bris doubles brins. 
Ils calculent aussi un facteur d'augmentation de dose 2,7 en présence de 
nanoparticules d'or à proximité de l'ADN lors de l'irradiation. Cette augmentation de dose 
serait due à l'action des électrons de basses énergies créant des dommages additionnels aux 
complexes nanoparticules/ADN. Les résultats de ces de ces expériences montrent qu'il est 
préférable d'approcher le plus possible les nanoparticules d'or de l'ADN afin d'augmenter 
l'effet létal sur les cellules. 
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Fig. 1-17 : Images par transmission d'électrons de fïbroblaste humain incubés avec des 
nanoparticules fonctionnalisées au Tat. 
Les flèches noires indiquent des nanoparticules d'or et les flèches blanches montrent les 
pores de la membrane nucléaire (Barres d'échelles = 50 nm) (de la Fuente et Berry, 2005). 
Afin d'améliorer le transport des Au@DTDTPA :Gd au travers des membranes 
cellulaires et nucléaires, une modification au recouvrement a été testée. Les 
Au@DTDTPA:Gd ont été fonctionnalisés avec un peptide dérivé de la protéine Tat. Cette 
protéine est exprimée par le virus d'immunodéficience humaine de type-1 (HIV-1) qui est 
impliquée dans la transcription (Berry et al., 2007). De la Fuente et Berry (de la Fuente et 
Berry, 2005) ont déjà démontré que des nanoparticules d'or fonctionnalisées avec ce 
peptide avaient la particularité de traverser les membranes cellulaires et nucléaires de 
fibroblastes humains après seulement 1 heure d'incubation comme indiqué à la Fig. 1-17. 
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1.4 Radiation 
Le choix de la bonne sorte de nanoparticules n'est pas la seule caractéristique importante 
pour avoir une augmentation de l'efficacité de la radiothérapie. Un choix de la radiation 
appropriée s'impose aussi. Afin d'optimiser l'efficacité, une comparaison du coefficient 
d'absorption de la radiation par l'or, l'eau et les tissus mous a été faite comme montré à la 
Fig. 1-18. Le tissu mou est composé d'un rapport massique de 10,1 % d'hydrogène, 11,1 % 
de carbone, 2,6 % d'azote et 76,2 % d'oxygène tel que stipulé par "International 
Commission on Radiation Units and Measurements report #44" (ICRU report 44) (Hubbell 
et Seltzer, 2010). Le rapport massique de l'eau étant bien entendu de 11,1 % d'hydrogène et 
88,9 % pour l'oxygène. On peut remarquer que, pour ce qui a trait au coefficient 
d'absorption, l'eau est un excellent analogue aux tissus mous et sera considéré comme tel 
pour la suite. 
Fig. 1-18: Coefficients d'absorption des photons dans l'or, l'eau et les tissus mous (Hubbell 
et Seltzer, 2010). 
Cependant, il est difficile de déterminer quelles énergies sont les plus appropriées. 
Pour ce faire, les conditions nécessaires pour les meilleures énergies doivent être rappelées. 
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Ce qui est recherché, c'est d'avoir le maximum de dommage dans les cellules cancéreuses 
tout en minimisant le dommage dans les tissus sains avoisinants. Ce n'est donc pas la dose 
envoyée qui doit être maximisée, celle-ci peut être ajustée avec l'appareil utilisé. Ce qui 
doit être maximisé est le rapport de la dose déposée sur l'or, que l'on suppose localisé 
préférentiellement dans les tumeurs, comparativement à la dose déposée dans le tissu 
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Fig. 1-19: Rapport des coefficients d'absorption des photons dans l'or et dans l'eau 
(Hubbell et Seltzer, 2010). 
Pour une visualisation plus facile, il est donc avantageux de présenter les données 
de la Fig. 1-18 sous une autre forme. Le rapport entre le coefficient d'absorption de l'or et 
du coefficient d'absorption de l'eau a été fait et est présenté à la Fig. 1-19. Représenté ainsi, 
il peut rapidement être vu que le rapport est le plus efficace pour des énergies de photons de 
l'ordre de 10 à 100 keV. Une autre section qui peut être observée est l'énergie des photons 
du 60Co, qui a deux raies à 1,1732 et 1,3325 MeV. Ces énergies sont cliniquement très 
utilisées, cependant il peut être remarqué que c'est précisément à ces énergies que le 
rapport est le plus faible. Ces énergies n'ont donc pas pu être retenues pour nos 
expériences. À ces données, la différence de densité peut être ajoutée, c'est-à-dire une 
densité de 1 g/cm3 pour l'eau et de 19,3 g/cm3 pour l'or. 
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Fig. 1-20: Rapport des pouvoirs d'arrêt des électrons dans l'or et dans l'eau (Hubbell et 
Seltzer, 2010). 
Les coefficients d'absorption des photons ne tiennent cependant en compte que la 
radiation primaire. Il faut aussi tenir compte des interactions provenant des photoélectrons 
secondaires et des électrons éjectés à des ordres supérieurs. Il peut cependant être observé à 
la Fig. 1-20 que le rapport est sensiblement le même pour les énergies des électrons allant 
du keV jusqu'à 5 MeV. Il faut allez à très haute énergie pour y voir une différence notable, 
mais encore bien en dessous du rapport de 100 observé pour les coefficients d'absorption 
des photons. Pour une évaluation plus précise de l'effet de l'or sur la radiothérapie, il 
faudra se tourner vers les études Monte-Carlo. 
L'une de ces études a été effectuée afin de calculer le facteur d'augmentation de 
dose provenant de l'ajout d'or. S. H. Cho (Cho, 2005) a effectué des calculs Monte-Carlo 
pour différents types de radiations : des rayons X de 140 kVp et des photons de hautes 
énergies (i.e., 4 et 6 MV, filtré ou non) provenant d'accélérateurs linéaires, dont les 
résultats sont reportés au Tableau 1-2. Dans chaque cas, les tissus sont composés des 
éléments stipulé par « International Commission on Radiation Units and Measurements 
report #44 » (ICRU report 44) (Hubbell et Seltzer, 2010) mentionnés ci-haut. 
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Concentration 
(per gram of tumour) 140 kVp 6 MV FF 6 MV NFF 4 MV FF 4 MV NFF 
7 mg Au 2.114 1.007 1.014 1.009 1.019 
18 mg Au 3.811 1.015 1.032 1.019 1.044 
30 mg Au 5.601 1.025 1.053 1.032 1.074 
FF: flattening filter, NFF: no flattening filter. 
Tableau 1-2 : Facteur d'augmentation de dose moyen dans la tumeur pour l'or avec 
différents types de radiation. 
Les résultats sont obtenus en supposant l'absence d'or à l'extérieur de la tumeur (Cho, 
2005). 
Il calcule donc un facteur d'augmentation de dose de 210 à 560 % pour des 
concentrations de 7 à 30 mg d'or par gramme de tumeur, et ce, en supposant l'absence d'or 
à l'extérieur de la tumeur. Il ne trouve cependant pas d'augmentation notable (<7 %) pour 
les photons de hautes énergies. Ces résultats concordent avec les mesures de coefficients 
d'absorption discutées précédemment. Cho remarque aussi un plus grand facteur 
d'augmentation de dose pour les faisceaux non filtrés comparativement aux faisceaux 
filtrés. Cela peut s'expliquer par le fait que les faisceaux non filtrés contiennent plus de 
photons de basses énergies que les faisceaux filtrés. 
Etienne M. Hébert 





oo r  
00 05 1.0 15 20 25 3C iî 13 45 50 
Depth (cvn) 
Fig. 1-21: Effet des nanoparticules d'or à l'extérieur de la tumeur pour des rayons X de 
140kVp. 
L'effet est montré en terme de facteur d'augmentation de dose (DEF) le long de l'axe pour 
deux cas avec une concentration d'or de 7 mg Au/g dans la tumeur, mais avec (•) ou 
sans (o) 2 mg Au/g dans le tissu environnant (Cho, 2005). 
De plus, il a calculé l'effet de l'or présent à la périphérie de la tumeur avec une 
concentration d'or de 7 mg Au/g dans la tumeur, mais avec ou sans 2 mg Au/g dans le tissu 
environnant. La Fig. 1-21 révèle qu'une augmentation de dose d'environ 30 % peut être 
observée dans le tissu environnant. Par contre, le taux d'augmentation de dose dans la 
tumeur est toujours de 210 %. Cela n'amène donc pas une grande implication étant donné 
que le ratio d'augmentation de dose dans la tumeur versus celle du tissu environnant est 
toujours plus de 1. Cela montre donc que l'ajout est un avantage pour la radiothérapie, mais 
principalement pour une radiation de rayons X. 
Cho n'est pas le seul à avoir calculé l'effet de l'ajout de l'or pour des traitements de 
radiothérapie. S. J. McMahon et al. (McMahon et al, 2008) ont eux calculé l'efficacité de 
l'or en présence de trois types de radiation, soit : deux sources de rayons X de 150 kVp 
provenant du tungstène filtré par 4 mm d'aluminium ou 0,5 mm de thorium et une 
tumour 
1 issue 
- 7 mg Au/g tumour • 2 mg Au/g tissu* 
7 mg Au/g tunour • no Au/g tissus 
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troisième source d'un accélérateur linéaire de 15 MV. Leurs calculs ont permis de 
constituer une figure de mérite indiquant quelle source est la plus efficace en fonction de 
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Fig. 1-22: Figure de mérite indiquant le type de radiation préférentiel en présence d'or. 
Graphique principal : Figure de mérite où l'ombrage indique quel appareil à la plus grande 
figure de mérite pour la combinaison de profondeur de tumeur et épaisseur du patient 
quand la dose totale est considérée. On considère 1 % d'or dans la tumeur. Les ellipses 
montrent approximativement la position de tumeurs courantes. En petit : Même chose, mais 
sans or (McMahon et al., 2008). 
Encore une fois, on peut remarquer que l'or est surtout efficace pour une radiation 
de rayons X. C'est particulièrement évident si l'on compare la figure de mérite principale 
avec celle sans or. On voit bien que l'or augmente la profondeur d'efficacité des rayons X, 
montrant encore l'importance de bien choisir le type de radiation utilisée. 
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Fig. 1-23: Dose produite dans des solutions de Fricke en présence de nanoparticules d'or. 
Solutions contenant 0 % (o), 0.5 % (n), 1.0 % (A) de nanoparticules d'or irradiée à temps 
d'exposition A) à des rayons X 200 kVp. B) des rayons y du 137Cs (Herold et al, 2000). 
En plus des calculs, il y a D. M. Herold et al. (Herold et al, 2000) qui ont effectué 
des expériences sur des microsphères d'or en utilisant des solutions de Fricke et des 
décomptes de colonies. 
Les tests sur les solutions de Fricke ont été effectués avec des microsphères d'or de 
1,5-3 j^m et irradiés avec des rayons X de 200 kVp et des rayons y du l37Cs. On peut 
observer à la Fig. 1-23 que les taux de doses aux solutions sont de 1,23, 1,43 et 1,75 Gy/min 
pour les concentrations de 0, 0,5 et 1 % d'or pour l'irradiation aux rayons X de 200 kVp. 
Cela produit une augmentation de dose de 1,16 et 1,42 pour 0,5 et 1 % d'or respectivement. 
Cependant, aucune augmentation de dose n'a été observée par l'ajout d'or pour l'irradiation 
aux rayons y. 
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Fig. 1-24: Courbes de survie de cellules irradiées. 
Courbe de survie de cellules irradiées avec des rayons X 200 kVp avec (A) et sans (o) 
nanoparticules d'or à 1 % (Herold et al., 2000). 
De plus, ils ont fait des tests de décompte de colonies avec trois lignées cellulaires 
(CHO-Kl, DU-145, EMT-6) en suspension lentement mélangées avec et sans 1 % de 
microsphère d'or et irradié aux rayons X de 200 kVp. Les résultats sont présentés à la Fig. 
1-24. Ils observent une augmentation de dose moyenne de 1,43 pour les trois lignées 
cellulaires. Encore une fois, pour les mêmes tests effectués avec des rayons y n'ont pas 
montré d'augmentation de dose notable. 
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1.5 Analyse statistique Kaplan-Meier 
Lors des expériences testant l'efficacité de radiosensibilisateur, des analyses statistiques 
sont souvent utilisées, telles que l'analyse Kaplan-Meier. Dans ce cas, comme montré à la 
Fig. 1-25, l'analyse de survie suit des groupes dans le temps jusqu'à ce qu'un événement 
prédéterminé survienne. Cet événement sera appelé mort. Dans un modèle animal, cet 
événement peut en effet être la mort de l'animal, mais pas nécessairement. En effet, cet 
événement est souvent déterminé autrement pour éviter des souffrances inutiles aux 
animaux selon les normes d'éthique en vigueur. Nous verrons dans les sections suivantes 
que cet événement sera le temps pour que la tumeur des souris triple. La souris sera alors 
considérée comme morte même si elle n'a pas succombé à la tumeur. Nous référerons aussi 
au temps de survie comme étant le temps jusqu'à la mort. Le temps de survie sera noté par 
T et le temps à un point d'intérêt quelconque sera noté par t. 
* Temps de survie 
* Temps de censure 
Fig. 1-25: Ligne de temps pour l'analyse Kaplan-Meier. 
Dans l'analyse de courbe de survie, un autre type d'événement devra aussi être 
considéré, les événements censurés. En effet, il peut y avoir des informations sur la survie 
d'un individu sans que celui-ci se rende au temps de survie. Dans le cas de souris, la souris 
peut, entre autre, mourir avant que la tumeur ait atteint la grosseur désirée. De telles 
données devraient être considérées, mais le temps ne peut pas être utilisé en tant que temps 
de survie. Nous appellerons ces événements, des censures et le temps pour s'y rendre, le 
temps de censure. 
k - k 
Censure Mort 
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Fig. 1-26: Comparaison des courbes Kaplan-Meier théorique S(t) et expérimentale S'(t). 
De ces concepts, on pourra retrouver la fonction de survie S(t) théorique qui nous 
donnera la survie d'un groupe en fonction du temps t. Comme on peut le voir à la Fig. 1-26, 
la courbe de survie théorique est une courbe lisse commençant à 1 (100 % de survie) à 
temps t = 0 et qui descend jusqu'à zéro quand le temps tend vers l'infini. La courbe de 
survie expérimentale S'(t) est tout autre. C'est une courbe qui commence toujours à 1 et qui 
tend vers 0 quand le temps tend vers l'infini. Cependant, la pratique ne nous permet 
généralement pas d'obtenir assez de points pour avoir une courbe lisse. On obtient alors 
une courbe en escalier qui peut se terminer avant que la survie atteigne 0. 
Cette thèse présente donc l'étude in vivo de l'effet radiosensibilisateur des 
nanoparticules d'or de type Au@DTDTPA:Gd telles que conçues par Debouttière et al. 
(Debouttière et ai, 2006). Ces nanoparticules ont été choisies pour leur double utilité de 
potentiel radiosensibilisateur dû au cœur d'or et d'agent de contraste pour l'IRM dû au 
recouvrement de DTDTPA:Gd. La survie des souris a donc été suivie après divers 
traitements au Au@DTDTPA:Gd et rayons X de 150 kVp. Une variante à ces 
nanoparticules, fonctionnalisées avec un peptide Tat, a aussi été testée afin d'ajouter un 
ciblage actif et favoriser le passage transmembranaire des nanoparticules. Afin de pouvoir 
efficacement évaluer l'effet radiosensibilisant ces différents traitements, un modèle 
mathématique a dû être développé. 
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II. 1 Fabrication des nanoparticules d'or 
La première étape dans la préparation des nanoparticules d'or avec gadolinium est la 
préparation du complexant thiolé. Un complexant est une molécule avec des ligands qui 
vont délocaliser leurs nuages électroniques autour d'un cation central et ainsi s'y lier 
chimiquement. Dans le cas présent, les ligands font partie de la molécule de DTDTPA et le 
gadolinium sert de cation. Le complexant se doit d'être thiolé afin de pouvoir l'attacher à 
l'or par un lien AU-S. 
Les nanoparticules d'or sont ensuite synthétisées en présence de ce complexant à 
l'aide d'un réducteur. Le réducteur transforme Au(Ill) en Au(0) et ainsi amorce la réaction 
d'agrégation des atomes d'or. Le complexant thiolé vient aussi s'accrocher à ces atomes en 
venant remplacer les ions en surface. Le complexant thiolé confère donc une plus grande 
stabilité aux nanoparticules comparativement aux ions, ce qui simplifie les futures 
manipulations. 
La dernière étape consiste à introduire le cation de gadolinium dans le complexant. 
Ce dernier permettra la visualisation du complexe avec l'IRM. Une étape supplémentaire 
doit être effectuée lors de l'utilisation des nanoparticules fonctionnalisées avec le Tat. 
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II. 1.1 Complexant thiolé (DTDTPA) 
Dans un ballon de 250 mL, dissoudre 2 g (5.6 x 10"3 mol) de DTPABA dans 40 mL de 
diméthyformamide (DMF) et chauffer à 70°C. Dans un autre flacon, dissoudre 1,4 g 
(1,23* 10"3 mol) d'aminoéthanethiol dans 30 mL de DMF puis ajouter 1,74 mL de 
triéthylamine. Cette solution est ajoutée dans un ballon et agitée magnétiquement durant 
une nuit. La solution est alors refroidie à température ambiante à l'air libre puis plongée 
dans un bain de glace. On observe alors la précipitation d'une poudre blanche (Net3, HC1) 
qui est filtrée sur membrane de porosité 0.2 |jtm. Le filtrat est récupéré et réduit à quelques 
millilitres à l'évaporateur rotatif. Cette solution est alors ajoutée goutte à goutte à une 
solution de 100 mL de chloroforme agitée magnétiquement. Un précipité blanc apparaît 
alors. Ce précipité est filtré sur membrane de porosité 0,2 (jm et lavé avec 50 mL de 
chloroforme puis immédiatement séché sous vide pendant 4 heures afin d'éliminer le DMF 
et autres solvants résiduels. Une poudre blanche est récupérée. Ce produit doit être 
maintenu au congélateur et éviter le plus possible le contact avec l'humidité afin de lui 
garantir une plus longue conservation. Si cette poudre entre en contact avec l'humidité, elle 
commencera à polymériser pour former une résine jaimâtre. La structure chimique du 
DTDTPA est montrée à la Fig. II-1. 
HS SH 
Fig. II-l: Structure chimique du DTDTPA (Debouttière et al., 2006). 
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II. 1.2 Synthèse des nanoparticules d'or 
Dans un ballon de 500 mL, ajouter 200 mg (5,1 x 10"4 mol) d'HAuCL* et les dissoudre dans 
70 mL de méthanol. La solution a alors une coloration jaune. Dissoudre indépendamment 
482 mg (9,4 x 10"4 mol) de DTDTPA dans 50 mL de méthanol plus 2 mL d'acide acétique 
afin de conserver les fonctions carboxylates sous leur forme hydrogénée. Après dissolution 
complète, ce mélange est ajouté à la solution d'or. Une coloration rousse puis une 
décoloration en une solution jaune très pâle apparaissent. Cette coloration disparaît dans les 
5 minutes et on obtient une solution incolore et limpide. 
Dissoudre alors 192 mg (5,1 x 10"3 mol) de NaBH4 dans 14 mL d'eau distillée. On 
observe un fort dégagement gazeux de dihydrogène (H2). Cette solution est ensuite ajoutée 
dans le ballon. Une coloration immédiate de la solution en un brun très foncé est observée 
indiquant la formation des nanoparticules d'or. 
Ce mélange est laissé sous agitation magnétique pendant 1 heure puis filtré sur 
membrane de porosité 0,2 p.m. La poudre est alors lavée avec 100 mL d'une solution d'HCl 
10"3N. Il est important de bien laisser sécher la poudre (lh30 avec flux d'air) avant de 
passer au prochain lavement afin d'éviter une resuspension des nanoparticules et un 
blocage du filtre. La poudre est ensuite lavée avec 100 mL d'eau distillée et enfin elle est 
séchée avec 100 mL d'éther éthylique. Une fois séché sur rampe, on récupère 170 mg d'une 
poudre d'un brun très foncé. Le calcul du rendement de la réaction est impossible à ce 
stade, car il faut tenir compte de la taille des particules et du rapport Au/DTDTPA. 
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II. 1.3 Complexation du gadolinium 
La complexation de l'ion Gd3+ est obtenue par simple ajout de GdCh sur une solution 
colloïdale de nanoparticules AU@DTDTPA agitée magnétiquement à température 
ambiante. La quantité de Gd3+ est ajustée à la stœchiométrie par dosage colorimétrique avec 
xylénol orange. La stœchiométrie par dosage colorimétrique peut cependant être 
compliquée dû à la coloration des nanoparticules. Le pH peut être mesuré aussi durant 
l'ajout de la solution de gadolinium, le pH se stabilise à saturation (généralement autour de 
2,3) 
Le rapport massique Au@DTDTPA/Gd3+ peut légèrement varier en fonction des synthèses 
de nanoparticules, mais pour une solution typique de 100 mg de AU@DTDTPA dans 
50 mL de soude 0,1 N acidifiée à pH 3 par ajout d'HCl concentré, on ajoute de l'ordre de 
20 mL d'une solution de GdCl3 à 5xl0"3 M. Ce complexe Au@DTDTPA:Gd est récupéré 
sous  forme de  poudre  après  évaporat ion de  l ' eau sous  press ion rédui te  jusqu 'à  lOmL,  
précipitation par ajout du même volume d'acétone et filtration sur membrane 0,2 p.m. 
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II. 1.4 Fonctionnalisation avec le peptide Tat 
Pour fonctionnaliser les nanoparticules avec le peptide dérivé de la protéine Tat 
(Au@DTDTPA:Gd+Tat) (GRKKRRQRRR; G — Glycine, R = Arginine, K = Lysine, 
Q = Glutamine), la méthode suivante a été utilisée. 
Deux cents milligrammes de Au@DTDTPA:Gd ont été resuspendus dans 1 mL de 
NaOH 1 M. À cette solution, du MES (C6H13NO4S) 50 mM est ajouté jusqu'à pH 6,2. Sous 
une forte agitation, 178 mg de NHS (N-Hydroxysuccinimide) et 280 mg de EDC (TV-Ethyl-
;V'-(3-diméthylaminopropyle) carbodiimide hydrochloride sont ajoutés. Après 30 min 
d'agitation, 11,1 mg de peptide du Tat sont ajoutés. La terminaison aminé de la glycine va 
alors se lier au groupement carboxylique du DTDTPA :Gd afin de créer une liaison 
peptidique à l'aide de l'EDC comme agent de couplage. 
Après avoir partiellement retiré du solvant par évaporation sous pression réduite, le 
précipité est filtré par dialyse avec membranes de limite moléculaire 6-8000 daltons dans 
de l'eau distillée. La solution d'or est ensuite précipitée en ajoutant le même volume 
d'acétone. La solution est ensuite filtrée avec une membrane osmotique 0,2 fim. Pour les 
études in vivo, les Au@DTDTPA:Gd+Tat ont été redispersés dans du PBS et stérilisés sur 
filtre 0,2 ^m. 
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II. 1.5 Caractérisation des nanoparticules 
Les nanoparticules ont été caractérisées par diverses méthodes afin de bien contrôler les 
différentes parties critiques de l'expérimentation. Le microscope à transmission d'électron 
a été utilisé pour caractériser la taille des Au@DTDTPA:Gd et Au@DTDTPA:Gd+Tat. Le 
microscope utilisé est un Hitachi 7100 opéré à haute résolution et sous une différence de 
tension de 60 kV. Les solutions ont été évaporées sur des grilles de microscope de cuivre de 
50 |im de maille recouverte de formvar-carbone. (Electron Microscopy Sciences) Ces 
images ont été ensuite analysées à l'aide du programme ImageJ afin d'acquérir la 
distribution de tailles des cœurs d'or. Cette analyse a été effectuée en utilisant le contraste 
de l'image afin de séparer chacune des nanoparticules des images et d'en mesurer la taille. 
Cette distribution de taille ne tient compte que du noyau d'or des nanoparticules. En 
effet, le recouvrement de DTDTPA est transparent pour les électrons du microscope 
électronique. La taille réelle des nanoparticules est donc plus grande que la distribution qui 
sera présentée à la Fig. III-2. Le manque de volume peut être visualisé à la Fig. II-2. Il est 
donc important de caractériser l'épaisseur de ce recouvrement. 
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Fig. II-2: Représentation schématique et non à l'échelle du greffage du DTDTPA sur la 
nanoparticule d'or (Debouttière et al., 2006). 
Afin d'étudier la proportion de recouvrement par rapport au cœur d'or, l'analyse 
thermogravitométrique sur un appareil Setsys 24 (Setaram instrumentation^ été retenue. 
Cette analyse consiste à déposer, dans ce cas-ci, 25 mg de Au@DTDTPA:Gd ou de 
Au@DTDTPA:Gd+Tat sur une balance précise qui se trouve dans un four à température 
contrôlée. La température est graduellement augmentée et la masse est mesurée en fonction 
de cette température. Ce qui est observé, c'est que le recouvrement composé de molécules 
organiques va se vaporiser et la masse finale du produit devrait être composée uniquement 
du noyau d'or. La différence de masse nous donnera donc de l'information sur la 
morphologie du recouvrement. 
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Le gadolinium dans son état libre étant hautement toxique, il est important de 
déterminer la stabilité de ce recouvrement. La caractérisation de la stabilité a été effectuée 
en solution en combinant la séparation par chromatographie par exclusion de taille 
combinée à un spectromètre de masse couplé à une torche au plasma (Inductively Coupled 
Plasma Mass Spectrometry, ICP-MS, Perkin Elmer, ELAN DRC II). Pour un aperçu du 
principe de chromatographie par exclusion de taille, voir l'annexe VII.6. 
Quatre solutions à 10"5M ont été filtrées sur des colonnes de 900 ^L 
(6.25 g/100 mL) de Sephadex G10 (GE Healthcare Life Sciences) : une solution de GdCl3, 
de Magnevist, de Au@DTDTPA et de Au@DTDTPA:Gd. Les filtrats sont récupérés. Sept 
autres élutions de 100 d'eau sont ensuite ajoutées à chacune des colonnes et les filtrats 
respectifs sont aussi récupérés. 
Chacun des filtrats ainsi que le Sephadex de chacune des colonnes ont ensuite été 
traités aux fins d'analyse à l'ICP-MS. Le traitement consiste à diluer les échantillons dans 
2 mL d'acide nitrique 70 % et 2 mL de peroxyde d'hydrogène 31 %. Ces échantillons ont 
ensuite été analysés à l'aide de l'ICP-MS. Un ICP-MS est formé d'un vaporisateur qui va 
former de microgouttelettes de solutions qui seront ensuite atomisées et ionisées afin de 
former un plasma. Ce plasma sera alors envoyé à un spectromètre de masse qui va analyser 
la quantité d'atomes désirés avec une précision de 10 ppt (une partie par 101 '). 
Le but premier de recouvrir les nanoparticules d'or avec du DTDTPA complexant 
du Gd est de pouvoir les visualiser à l'aide d'un IRM. Son analogue, le DTPA :Gd 
(Magnevist) est en effet un agent de contraste fréquemment utilisé en clinique pour l'IRM 
chez l'humain. Dans le cas présent, l'appareil IRM utilisé fut un appareil de 7 teslas animal 
de Varian. 
Afin d'analyser l'efficacité d'agent de contraste des Au@DTDTPA:Gd, celles-ci 
ont été comparées à l'efficacité du Magnevist. Les concentrations utilisées aux fins de 
comparaisons sont indiquées au Tableau II-1. Les concentrations données sont les 
concentrations de Gd sur les nanoparticules afin de pouvoir faire une comparaison directe 
avec le Magnevist. Il est cependant important de noter qu'il y a plusieurs Gd par 
nanoparticules. Voir les calculs en Annexes pour plus de détails. 
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Au@DTDTPA:Gd Magnevist 
M M 
1,96 x 10"3 1,96 x 10"3 
4,91 x 10"4 4,91 x 10"4 
1,96 x ÎO"4 1,96 x 10"4 
4,91 x IO"5 4,91 x 10"5 
1,96 x 10"5 Eau distillée 
Tableau II-l : Concentrations de AU@DTDTPA:Gd et de Magnevist utilisées pour les 
mesures de relaxivité. 
Les différents temps de relaxation T| ont ensuite été mesurés pour les différentes 
concentrations du Tableau II-l. Or, si l'ont se reporte à l'Équation 1-3, qui stipulait que 
1 1 ^ ^ — = hr,C 
Équation 1-3 : ^ ^10 
On peut évaluer la relaxivité du Au@DTDTPA:Gd à l'aide d'un graphique de 1/Ti en 
fonction de la concentration. 
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II.2 Culture cellulaire 
Une lignée de cellules cancéreuses a été choisie pour tester l'efficacité des 
Au@DTDTPA:Gd. Le choix a été arrêté sur un carcinome canalaire mammaire murin 
MC7-L1 (Lanari et al., 2001), dont un exemple est montré à la Fig. II-3. Les cellules furent 
fournies par l'Instituto by Biologia y Medicina Expérimental, Concejo Nacional de 
Investigaciones Cientificas y Técnicas en Facultad de Medicina, Universidad de Buenos 
Aires, Buenos Aires. Ces cellules sont décrites comme se développant en tumeurs 
anaplasiques très agressives, i.e., elles croissent rapidement et sont très infiltrantes. Elles 
ont aussi l'avantage d'avoir une adhésion moindre aux surfaces permettant de les détacher 
aisément à l'aide de la trypsine. 
Fig. II-3: Culture cellulaire MC7-L1(X200) (Lanari et al., 2001). 
Les cellules ont été cultivées in vivo au préalable et 10 millions de cellules par 
tumeur ont été implantées par injection sous-cutanée. Elles ont aussi été utilisées pour les 
études in vitro. Ces cellules ont été cultivées dans une solution de 89 % nommé "minimum 
essential médium" (MEM), 10 % de sérum de veau foetal (FBS, fetal bovine sérum) et 1 % 
de pénicillines/streptomycine. Le MEM contient la base nutritive à la survie des cellules, le 
FBS contient une grande variété de protéines essentielles (p. ex. facteurs de croissance) aux 
cellules et les pénicillines/streptomycines sont des antibiotiques minimisant la possibilité de 
contamination des milieux. 
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II.3 Radiation utilisée 
À l'aide des toutes ces données sur la relation entre l'or et la radiation, le choix de la 
radiation à utiliser a été aisé. Le choix s'est alors tourné vers l'appareil à rayons X de notre 
établissement. Il s'agit d'un Therapax utilisant la radiation du Bremsstrahlung du tungstène 
comme source rayons X et filtrée avec 0,2 mm d'aluminium et 1 mm de cuivre. L'appareil 
étant calibré en terme de dose plutôt qu'en terme de spectre énergétique, la distribution 
énergétique précise n'a pas été mesurée. Cependant, tel qu'illustré à la Fig. II-4, on peut 
voir que la radiation 150 kVp du tungstène à une distribution énergétique allant d'une 
dizaine de keV jusqu'au maximum de 150 keV, la moyenne étant de 56 keV et le maximum 
d'intensité de photons se trouvant à 32 keV. On peut aussi remarquer des pics très intenses, 
mais étroits, correspondant aux raies du tungstène. On peut voir sur la même figure que le 
filtre va réajuster légèrement la proportion de photons en énergie et non changer 
radicalement la distribution. La proportion de photons aux basses énergies va être 
légèrement plus grande que celle aux énergies plus hautes. 
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Fig. II-4: Spectre du Therapax. 
Radiation du Therapax à 150 kVp : Bremsstrahlung du tungstène (•) (Mercier et al., 2000). 
Coefficient d'absorption du filtre 0,2 mm d'aluminium (•) et 1 mm de cuivre (A) (Hubbell 
et Seltzer, 2010). 
Dans ces conditions, le débit de dose de l'appareil sera de 2,33 Gy/min à la peau et 
va perdre la moitié de son intensité après 2,5 cm de tissus. La zone irradiée est circulaire de 
1 cm de diamètre. 
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II.4 Tests in vitro et in vivo. 
II.4.1 Tests in vitro 
L'efficacité des Au@DTDTPA:Gd à augmenter l'effet des radiations a été testée avec un 
décompte de colonies (Franken et al., 2006). Ce test a été effectué sur la même lignée 
cellulaire que les tests in vivo, c'est-à-dire le carcinome canalaire mammaire murin MC7-
Ll. La densité cellulaire utilisée était de 600 cellules dans 3 mL de MEM. Un volume de 
120 |uL d'une solution de Au@DTDTPA:Gd a été ajoutée pour afin d'obtenir une 
concentration totale de soit 0.5 mM ou de 5 mM. Les solutions furent alors irradiées à 
l'aide de rayons X provenant du Therapax 150 kVp (0, 1, 2, 5 et 10 Gy), une heure après 
incorporation des Au@DTDTPA:Gd. Les colonies furent marquées 12 jours plus tard avec 
du crystal violet 0.5 % et comptées manuellement. 
II.4.2 Biodistribution et pharmacocinétique 
L'un des principaux avantages de Au@DTDTPA:Gd est d'être un agent de contraste pour 
l'IRM. La première étape effectuée in vivo fut donc de faire une infusion de 10 min de 
13.5 mg de Au@DTDTPA:Gd ou de Au@DTDTP A : Gd+T at dans 200 ^L de PBS dans la 
veine caudale et de suivre à l'IRM la propagation de celles-ci dans la souris. Le type de 
souris utilisée était des Balb/C femelles d'environ 10 semaines avec une tumeur MC7-L1 
de plus de 5 mm de diamètre sur chacune des cuisses. 
Dans le cas présent, l'appareil IRM utilisé fut un appareil de 7 teslas animal de 
Varian. Les images ont été acquises sur un total de 90 min débutant 3 min avant le début de 
l'infusion. Tous les animaux reçurent leur traitement sous anesthésie d'isoflurane (1% at 2 
1/min flux oxygène) et furent restreints pour éviter le mouvement durant l'acquisition 
d'images. La respiration était continuellement contrôlée, et la température était gardée 
constante en utilisant un système de contrôle maison. Le tout fut fait en respect avec les 
normes du comité d'éthique institutionnel et du Conseil canadien de protection des 
animaux. Chaque combinaison de paramètres fut mesurée sur un minimum de trois souris. 
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Afin de quantifier cette distribution, nous avons utilisé les images recueillies ainsi 
que la relaxivité de 3,2 s 'mM"1 déterminée à la section III. 1.4. On peut alors utiliser 
TÉquation 1-3 qui indique que : 
1 1 
Equation 1-3 : — = — + r.C T rl% 
*1 *10 
En utilisant les premières images recueillies qui ont été acquises avant le début de 
l'infusion, on peut alors calculer une carte de Tio, qui représente justement le temps de 
relaxation longitudinale sans agent de contraste. On peut alors convertir directement les 
cartes de Ti en cartes de concentration en utilisant l'Équation 1-3, comme montré à la Fig. 
II-5. Il suffit alors de choisir les zones d'intérêt pour avoir une quantification de la 
concentration avec le temps, étant donné que nous savons à quel moment les images ont été 
prises. 
Fig. II-5 : Conversion de carte de Ti en carte de concentration. 
Nous avons déterminé deux types zones d'intérêt dans les tumeurs, c'est-à-dire les 
zones bien perfusées et les zones pauvrement perfusées. Nous avons défini les zones bien 
perfusées comme étant celles ayant plus de 0,1 mmol/L de Gd après les 10 min d'infusion 
de 13,5 mg de Au@DTDTPA:Gd. Au contraire, les zones pauvrement perfusées sont celles 
ayant moins de 0,1 mmol/L de Gd après l'infusion. 
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II.4.3 Tests de survie 
La survie des rongeurs suite aux traitements aux Au@DTDTPA:Gd a été mesurée sur des 
souris Balb/c femelles d'environ 10 semaines auxquelles nous avons injecté 10 millions de 
cellules de carcinome mammaire murin MC7-L1 (Lanari et al, 2001) par cuisse de souris. 
Une période d'environ un mois d'incubation in vivo a été accordée afin d'obtenir des 
tumeurs d'environ 4-5 mm de diamètre. 
Afin de suivre l'évolution de la croissance des tumeurs après les différents 
traitements, la technique de Tomayko et Renolds (Tomayko et Reynolds, 1989) fut utilisée. 
Elle consiste à approximer la tumeur à une ellipsoïde, comme montré à la Fig. II-6, et en 
calculer le volume à l'aide de la formule 
Fig. II-6 : Illustration de la méthode utilisée pour mesurer les tumeurs sous-cutanées. 
La longueur, la largeur et la hauteur de chaque tumeur sont mesurées avec un pied à 
coulisse (Tomayko et Reynolds, 1989). 
Afin d'avoir un bon suivi, la taille de la tumeur a été mesurée tous les jours. On peut 
voir à la Fig. II-7 que la tumeur non traitée croît de façon exponentielle. Un état précis 
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1 1 i » *3 
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appelé « mort » étant nécessaire, sans que nous ayons à attendre la mort réelle de la souris, 
la décision a été prise que les souris seraient considérées comme mortes lorsque le volume 
d'une tumeur aura triplé. Cependant, les souris peuvent survivre longtemps après que le 
volume d'une tumeur ait triplée. Afin de ne pas perdre inutilement d'information, les 
mesures furent prises quotidiennement jusqu'à ce que l'animal commence à souffrir et qu'il 
devienne irraisonnable de le laisser vivre, en respect avec les normes du comité d'éthique 
institutionnel. Une courbe de tendance est alors tracée sur chacun de ces graphiques afin de 
calculer, à partir de toutes les données, le temps requis pour que le volume tumoral triple. 
5000 
V(t)=V.e 
V : 140 ±18 I 
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Fig. II-7 : Croissance exponentielle du volume d'une tumeur MC7-L1 non traitée chez une 
souris Balb/c. 
Quatre types de traitements ont été donnés à ces souris portant des tumeurs MC7-
Ll. Un groupe a été traité avec 13,5 mg de Au@DTDTPA:Gd resuspendus dans 200 nL de 
PBS et infusé sur 10 min intraveineux dans la veine caudale. Le deuxième groupe a été 
traité avec 10 Gy de rayons X du Therapax (voir Fig. II-4) sur une période de 4,29 min. La 
dose de 10 Gy a été choisie afin d'obtenir une augmentation de la survie animale sans avoir 
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une guérison complète des tumeurs sans autre traitement. Le troisième groupe a reçu le 
traitement aux rayons X 20 min après le début de l'infusion de 13,5 mg de 
Au@DTDTPA:Gd. Le quatrième consiste en un groupe contrôle non traité. Les animaux ne 
recevant pas de Au@DTDTPA:Gd recevaient 200 \xL de PBS afin d'uniformiser les 
manipulations chez les animaux. Tous les animaux reçurent leur traitement sous anesthésie. 
(1 ml/kg intrapéritonéal d'une solution contenant 13 mg de kétamine et 86 mg de xylazine 
par mL) 
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II.4.4 Comparaison de deux courbes 
La méthode utilisée afin de comparer si deux courbes Kaplan-Meier (Bland et Altman, 
1998) sont statistiquement différentes, le test du log-rank (Bland et Altman, 2004) est 
souvent utilisé. Le test du log-rank est une variation du test chi-quarré (x2) et qui part avec 
l'hypothèse que les deux courbes sont statistiquement équivalentes. Ce test permet de 
comparer deux groupes i (groupe 1 et 2) avec un nombre d'individus (m;j) morts au temps 
ty qui sont inclus dans l'ensemble total d'individus (ny) à risque à ce temps. Ce test permet 
d'inclure des individus qij censurés entre le temps tj inclus et le temps t(j+]) non inclus. Une 
représentation de ce type de données est montrée au Tableau II-2. 
Temps de survie Nombre de morts Nombre de censures 
Entre tj et tj+i 
Nombre à risque 
À tj 
tj my q.j R(tj) 
to =0 mio = 0 qso R(to) 
ti mil qn R(t0 
•• •• •• •• 
•• •• - •  •• 
tj niij qu R(tj) 
Tableau II-2 : Présentation générale des résultats Kaplan-Meier. 
En partant du principe que les deux groupes i sont statistiquement identiques, on 
peut trouver le nombre d'individus morts attendu (ey) pour chacun des groupes à chacun 
des temps tj comme montré à l'Équation II-2. 
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Equation II-2 : e:: = —-j- x(m,.+iw2.) 
"l; + » 2  j )  
Le premier terme représentant la proportion qui est à risque à chacun des temps tj, et 
le second terme représentant la quantité de morts à ce même temps. Lorsque deux courbes 
sont comparées à l'aide du test log-rank, on compare la somme (Oj-Ei) de toutes les morts 
observées (mij) moins le nombre d'individus morts attendu pour tous les temps tj selon la 
formule suivante : 
Équation II-3 : 
1 
Le groupe choisi pour faire le test ne fait pas de différence. Comme il peut être 
facilement montré, la somme Oj-Ej est la même pour les deux groupes, excepté pour un 
changement de signe. Ce signe sera sans pertinence, car le test du log-rank est le carré de la 
somme Oi-Ej divisé par la variance de la somme (Var (Oi-Ej)). 
/ p *  \ 2  
Équation II-4 : Statistique log-rank— ' 
OU 
/  \  n \ i n 2 i \ m M  + m 2 i h n i i  + f l 2 i  ~ m \ i  - ~ m 2 i )  
Équation II-5 : Var(0, -E,) = £ " ^^^
i { % + n 2 , ) K " , i + " 2 / - V  
L'hypothèse qui est testée est qu'il n'y a pas de différence entre les deux courbes de 
survie. Selon cette hypothèse, la statistique du log-rank peut être approximée à un %2 avec 
un seul degré de liberté. Donc la probabilité (p) d'obtenir un résultat aussi extrême que les 
données expérimentales peut être trouvée à l'aide de la valeur du test du log-rank et d'une 
•y "y 
table du x • Un exemple de table du % est présenté à l'annexe VII.5. Une probabilité (p) 
d'une valeur de moins de 0,05 est considérée statistiquement significative. 
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III. 1 Caractérisation des nanoparticules d'or 
III. 1.1 Caractérisation de la taille 
La première étape afin de pouvoir utiliser Au@DTDTPA:Gd en tant que 
radiosensibilisateur est donc de pouvoir bien caractériser la taille de celles-ci. Les 
nanoparticules ont d'abord été analysées au microscope électronique afin de s'assurer 
qu'elles aient les dimensions appropriées. 
Les nanoparticules ont été observées sur de nombreuses solutions afin de s'assurer 
de la reproductibilité. Une image type obtenue est présentée à la Fig. III-1. Ces images ont 
été ensuite analysées à l'aide du programme ImageJ (Version 1.39u, National Institutes of 
Health) afin de déterminer la distribution de tailles des nanoparticules. 
400 000 X 20 nm 
Fig. III-l : Image par microscopie à transmission d'électrons des Au@DTDTPA:Gd 
(Hébert et al., 2010). 
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L'analyse a utilisé le contraste de couleur entre les nanoparticules et la couleur de 
fond. Le programme ImageJ ne faisant pas la différence entre une grosse nanoparticule et 
deux plus petites superposées, une attention particulière a été portée afin de retirer 
manuellement du calcul les nanoparticules qui se superposent. Les données de taille ont 
ensuite été compilées afin d'obtenir la distribution de tailles de la Fig. III-2. Ces 
nanoparticules sont légèrement plus grosses que les nanoparticules de 2,5 nm obtenues par 
Debouttière et al. (Debouttière et al., 2006), ou celles de 1,9 nm obtenues par Hainfeld et 
al. (Hainfeld et al., 2004), mais en deçà de la limite de 11,6 nm mentionnée par Dvorak et 
al. (Dvorak et al., 1988). 
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Fig. III-2 : Distribution des tailles des nanoparticules obtenues par microscopie à 
transmission d'électrons. 
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III. 1.2Caractérisation du recouvrement 
Les résultats de l'analyse thermogravitométrique sont montrés à la Fig. III-3. Les résultats 
sont présentés en pourcentage de la masse initiale de 25 mg. Nous pouvons voir trois pertes 
de masse et trois quasi-paliers distinctifs dans cette courbe. Trois phénomènes distincts ont 
été associés à chacune des trois pertes de masse. La première perte de masse entre 50 et 
100°C a été associée à la perte d'humidité résiduelle qu'il devait inévitablement y avoir 
dans la poudre de nanoparticules d'or. La deuxième perte de masse débute aux environs de 
250°C. Celle-ci a été associée aux couches externes du recouvrement de DTDTPA, tandis 
que la troisième perte, qui débute aux environ de 550°C, à la couche interne de DTDTPA 


















Fig. III-3: Analyse thermogravitométrique de Au@DTDTPA:Gd. 
Variation de masse dans l'analyse thermogravitométrique des nanoparticules d'or. Descente 
#1 : Perte de l'eau dans l'échantillon. Descente #2 : Perte des multicouches de 
DTDTPA:Gd. Descente #3 : Perte de la couche de DTDTPArGd attaché à l'or. 
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La perte de masse reliée au recouvrement se retrouve donc dans les deux dernières 
pertes de masse. Elle a été associée à la perte de masse entre 200°C and 625°C. On en 
déduit donc que 49 % de la masse provient du recouvrement de DTDTPA:Gd et 51 % du 
cœur d'or de la nanoparticule. Ce qui représente un recouvrement de DTDTPArGd de 
3,9 nm pour une nanoparticule de 5 nm (Voir Annexe VII.3 pour détails du calcul). 
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III. 1.3Caractérisation de la stabilité 
Les résultats obtenus pour chacun des échantillons sont présentés à la Fig. I1I-4. Les blancs 
sont des solutions de Sephadex ayant subi les mêmes traitements que les autres sans 
échantillons. Ces blancs nous donnent donc l'information sur la précision absolue de tout le 
processus. En effet, l'information la plus importante étant de savoir s'il y a du gadolinium 
libre dans les solutions de Au@DTDTPA:Gd, donc dans le Sephadex. Il est donc important 
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Fig. III-4: Analyse ICP-MS combinée avec à la chromatographie par exclusion de taille. 
Quantité d'or et de gadolinium récupérée après plusieurs élutions par Sephadex de 
solutions de GdCb (•), Magnevist (•), Au@DTDTPA ( A ) et Au@DTDTPA:Gd (•). 
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On peut remarquer à la Fig. III-4 que l'or et le gadolinium pour Au@DTDTPA et 
Au@DTDTPA:Gd se retrouvent dans les toutes premières élutions. On remarque aussi que 
le gadolinium du Magnevist se retrouve surtout dans la deuxième élution alors que celui du 
GdCl3 ne sort pas du Sephadex. Le gadolinium du GdCl3 est du gadolinium libre 
comparativement au Magnevist qui est du gadolinium chélaté dans du DTDTPA. 
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III.1.4Caractérisation de la relaxivité 
Les mesures de temps de relaxation Ti sont montrées à la Fig. 111-5, dont la pente est la 
relaxivité de nos composés. 
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Fig. III-5: Mesure de la relaxivité du Au@DTDTPA:Gd (•) et du Magnevist (DTPA:Gd) 
(A) .  
On trouve donc que la relaxivité de notre composé est de 3,2 ± 0,2 sec"1 mM"1 
comparativement à la mesure de relaxivité du Magnevist qui est de 3,5 ± 0,4 sec"1 mM'1. 
Considérant la marge d'erreur, les deux composés ont donc la même relaxivité, à nombre 
de DTPA.Gd égal. Cependant, comme nous avons environ 1100 DTDTPA:Gd par 
nanoparticule, on trouve donc une relaxivité en concentration de nanoparticules de 
3850 sec1 mM"1. 
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III.2 Modèle mathématique de survie 
III.2.1 Présentation du modèle 
Depuis longtemps, les mathématiciens ont essayé de décrire mathématiquement les 
expériences sur les systèmes biologiques. Plus particulièrement, les mathématiciens ont 
tenté de décrire l'effet de tumeurs cancéreuses sur les systèmes vivants depuis des 
décennies. Entre autres, ils ont utilisé des modèles mathématiques pour décrire la différence 
statistique entre deux groupes d'individus. En 1958, E. L. Kaplan and P. Meier (Kaplan et 
Meier, 1958) ont développé un modèle statistique pour comparer des groupes incluant des 
événements d'intérêt (appelé une mort) et d'autres événements d'exclusion (appelé une 
perte), où les pertes peuvent être accidentelles ou contrôlées. 
Dans notre cas, la survie de souris et de rats cancéreux pendant des traitements est 
analysée par la méthode Kaplan-Meier (Bland et Altman, 1998). Les analyses Kaplan-
Meier sont cependant faites pour comparer la survie de deux groupes distincts avec des 
caractéristiques différentes et déterminer si les deux groupes sont statistiquement différents 
(Bewick et al, 2004), et non pour décrire les raisons pour lesquelles la survie est changée. 
Un autre modèle est donc nécessaire pour aller rechercher les raisons sous-jacentes. 
D'autres mathématiciens ont tenté de développer des modèles pour décrire la 
croissance de tumeurs. Plus précisément, dans les années 70, Skipper a élaboré des 
expériences sur des leucémies L1210 de souris qui a mené à la formulation de lois qui 
portent maintenant son nom (Perry, 2008; Skipper, 1979). Les lois de Skipper stipulent 
que : 
1) Le temps pour que la quantité de cellules double est une constante pour une 
tumeur donnée. 
2) La quantité de cellules tuées après un traitement suit une relation de premier 
ordre. C'est-à-dire que le pourcentage de cellules tuées est une constante pour une 
dose de traitement donnée. 
Ces lois s'appliquent toujours aujourd'hui sous l'hypothèse qu'aucune cellule ne se trouve 
dans sa phase de quiescence et que le nombre de cellules double à un taux spécifique. 
Toutefois, les tumeurs qui atteignent une certaine taille commencent à montrer des signes 
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de vascularisation déficiente. La quiescente ou des régions nécrotiques commencent à faire 
leur apparition. C'est Laird (Laird, 1964) qui a montré que l'équation Gompertzienne 
pouvait décrire la croissance de tumeurs montrant un retardement exponentiel. 
Cependant, ce retardement exponentiel peut souvent être évité. En effet, dans les 
expériences sur les rongeurs, l'acquisition de données peut souvent être arrêtée à un point 
(mort) qui n'est pas la mort du rongeur. Si la mort est choisie pour éviter le début de la 
nécrose, les mesures sont généralement obtenues dans la région exponentielle de la courbe 
de croissance et les lois de Skipper peuvent souvent être appliquées. 
C'est dans cette optique que nous avons développé un modèle mathématique pour 
représenter les courbes Kaplan-Meier sous l'hypothèse que les lois de Skipper s'appliquent. 
Donc, si le premier postulat de Skipper s'applique, la tumeur va croître de façon 
exponentielle, comme cela est montré à la Fig. III-6. Le volume V(t) de la tumeur à un 
temps t pourra donc être décrit par 
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Fig.III-6 : Croissance exponentielle des tumeurs. 
Où Vj est le volume initial de la tumeur à temps t = 0 et k est le facteur déterminant 
la vitesse de croissance de la tumeur. On notera que la tumeur atteint son volume final Vf 
au temps t = x. Cependant, les tumeurs ne croissent pas toutes exactement à la même 
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vitesse, et ce, même pour un même type de tumeur. Nous allons donc supposer que le 
facteur de croissance k suit une distribution normale et définir g(k), la distribution de 
croissance des tumeurs, comme étant : 
1 -(fc-l-*)2 
Équation III-2 : g(k) = —r=e 2°2 
o \ 2 K  
Où n est la valeur moyenne et a est l'écart type de k. Donc, la probabilité que k se trouve 
entre les valeurs k et k+dk va être donné par 
P(k) = g(k)dk 
où 
Équation III-3 : f g(k)dk = 1. 
J-oo 
Dans ce modèle, les souris doivent être euthanasiées au temps t = x quand la tumeur atteint 
le volume final Vf, celui-ci étant un multiple M prédéterminé et fixe du volume initial V,. 
Vf sera donc donné par 
Équation III-4 : Vf =MV 
En égalant l'Équation III-4 et l'Équation III-1 évaluée à t=x, on trouve la relation qui relit k 
au temps final x 
Équation III-5 : k(x) = — 
x 
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Pour obtenir la distribution de souris euthanasiées D(x), nous avons besoins de la 
relation qui la relit à la distribution de croissance des tumeurs g(k). En fait, le nombre de 
souris ayant un facteur k compris entre k et k+dk doit correspondent au nombre de souris 
euthanasiées à un temps x compris entre x-dx et x, soit g(k)dk = D(x)dx d'où on tire : 
Équation III-6 : D(x) = g(k)|^ 
•s g •< 
Distribution de souris euthanasiées 
Fig. III-7 : Transfert de distribution gaussienne g(k) de la croissance de tumeur à une 
distribution de souris euthanasiées D(x). 
De l'Équation III-6, on peut voir que g(k) et D(x) sont liés, comme représenté dans 
f t 
la Fig. III-7. En substituant l'Equation III-5 dans l'Equation III-6, on trouve la distribution 
D(x) de souris euthanasiées au temps x comme étant : 
Équation III-7 : 
lnM f lnM^ 
D(x) = r— • g 
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De l'Équation III-7 , on peut trouver un taux de survie S(t) après un temps t comme étant 
Équation III-8 : S(t)=l- £ D(x)dx = 1 - £ 
» ln M 
— •g f™y 
^ x ) 
On peut résoudre cette intégrale ce qui nous donne : 
Équation III-9 
( ln M ^ 
erf t -1 
V2a2 
l ) 
Où erf est la fonction d'erreur. Cette fonction est une intégrale qui ne peut pas être résolue 
par une formule fermée, mais dont la valeur peut être donnée par la série suivante. 
erf(z)  = -jLjr,  z2"' 
-Jn !^ o(2n + l)xn! 
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III.2.2Introduction des traitements dans le modèle 
L'Équation III-9 nous donne le taux de survie sans traitement. Le modèle se doit d'être 
complété avec l'effet sur la survie de chacun des traitements effectués sur les souris. Afin 
d'incorporer ces effets, supposons Fi et F2 comme étant la fraction de la tumeur qui 
contribue toujours à la croissance de la tumeur après les traitements 1 et 2. Ces traitements 
se doivent de suivre la deuxième loi de Skipper (Perry, 2008; Skipper, 1979), donc la 
quantité de cellules tuées après un traitement doit suivre une relation de premier ordre. 
Selon cette hypothèse, le volume V(t) de la tumeur va maintenant suivre la relation 
suivante : 
Équation III-IO : V(t) = F^V.e1" + (l - F,F2 )V, 
où le premier terme représente la fraction de la tumeur contribuant toujours à la croissance 
de la tumeur et le deuxième terme représente la fraction ayant réagi au traitement 1 ou 2. 
Donc, si l'on effectue le même traitement mathématique qu'à la section III.2.1 et que l'on 
remplace l'Équation III-4 dans l'Équation III-10, on trouvera la nouvelle relation qui relit k 
au temps final x comme étant : 
Équation III-l 1 : k(x) = — ln 
x F,F: 
Similairement, on peut retrouver la nouvelle formulation pour la distribution D(x) de souris 
euthanasiées au temps x comme étant : 
Équation III-12 : D(x) = ^ ln M-(I-f,F2)1 (ljf M-(1-F,F2)" 
F,F2 y f,f2 J )  
et l'intégrale de l'Équation III-8 peut être résolue pour retrouver la relation de la survie S(t) 
comme étant : 
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Équation III' •13 : S W=l +  f  






On peut aussi remarquer que si les traitements n'ont aucun effet (Fj = F2 = 1), l'Équation 
111-13 se simplifie en l'Équation III-9. 
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III.2.3Evaluation des paramètres 
Les paramètres décrivant la croissance des tumeurs doivent d'abord être déterminés. Ceux-
ci peuvent être ajustés directement des courbes Kaplan-Meier des groupes sans traitement, 
afin d'éliminer l'effet potentiel des traitements. Dans ce cas particulier, Fi et F2 sont égal à 
1 et l'Équation III-9 peut être utilisée. Le facteur M est déterminé par les conditions 
expérimentales et ne nécessite pas d'être ajusté. Les deux premiers paramètres qui doivent 
être ajustés sont la valeur moyenne de k et son écart type (|x et cr) provenant de l'Équation 
III-2. 
On peut voir sur la Fig. III-8 A et B que ces paramètres n'ont pas le même effet sur 
les courbes Kaplan-Meier. Donc, il ne peut y avoir qu'un seul couple de paramètres (n et a) 
pour décrire chacune des courbes. Le temps moyen de survie des rongeurs va augmenter 
avec la diminution de |i. Ceci découle de la définition de ja, qui est la valeur moyenne de la 
croissance de la tumeur. Avec un fj, élevé, la tumeur va croître plus vite, les rongeurs vont 
mourir plus vite et la survie totale va diminuer. Dans la Fig. III-8 A, a a été gardé 
proportionnel à |u afin de conserver constante la forme de la distribution gaussienne g(k). 
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Fig. III-8: Effet de la fraction de tumeur survivante F, la moyenne de la croissance n et de 
son écart type a sur la survie des rongeurs. 
De façon similaire, la réduction de la pente des courbes de survie avec 
l'augmentation de l'écart type est illustrée à la Fig. III-8 B. Avec l'augmentation de CT, 
l'étalement des vitesses de croissance des tumeurs devient plus large et la survie des 
rongeurs devient plus étalée dans le temps. Étant donné que M est un facteur fixe du 
volume initial V; et qu'il est déjà connu, n et a sont les seuls paramètres à être ajustés. 
Ceux-ci sont supposés constants même après le traitement. Dans nos analyses, ces 
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paramètres ont été ajustés en même temps à l'aide du programme MathCad (MathSoft, 
Inc). Pour plus de détails sur le programme d'ajustement, voir l'annexe VII. 1. 
Après l'évaluation des paramètres décrivant la croissance de la tumeur, le modèle 
peut être implémenté pour inclure l'effet des traitements sur la survie des rongeurs. Ces 
effets sont inclus dans les paramètres Fi et F2 pour les traitements 1 et 2 dans l'Équation 
111-13. Le seul paramètre changeant après un traitement est F, la fraction de la tumeur qui 
contribue encore à la croissance après le traitement. p. et <y sont considérés les mêmes. 
L'effet de F sur la survie des rongeurs peut être visualisé à la Fig. III-8 C. Quand F décroit, 
moins de cellules contribuent à la croissance de la tumeur, donc la survie des rongeurs est 
augmentée. Ces paramètres ont aussi été ajustés à l'aide du programme MathCad 
(MathSoft, Inc). Pour plus de détails sur le programme d'ajustement, voir l'annexe VII. 1. 
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III.3 Tests in vitro 
Les résultats in vitro obtenus sont montrés à la Fig. III-9. On y voit une diminution 
prévisible de la formation de colonies avec la dose fournie jusqu'à élimination complète de 
la formation de colonies pour une dose de 10 Gy. On y voit aussi que le simple ajout de 
5 |iM de Au@DTDTPA:Gd entrave la formation de plus de la moitié des colonies, ne 
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Fig. III-9: Décompte de colonies avec Au@DTDTPA:Gd combiné avec des rayons X. 
Décompte de colonies traitées ou non avec des Au@DTDTPA:Gd en fonction de la dose 
d'irradiation de rayons X 150kVp. La courbe marquée «attendu » montre le résultat si 
l'effet des Au@DTDTPA:Gd et de l'irradiation était simplement additif. La barre d'erreur 
représente l'écart type sur un triplicata (Hébert et al., 2010). 
Ensuite, si l'on combine l'effet de la radiothérapie à l'effet des Au@DTDTPA:Gd, 
il y a bien sûr une diminution de la formation de colonies avec la dose. Cependant, si l'on 
compare cette courbe avec celle « attendue », on voit qu'il n'y a pas de différence notable. 
Cette courbe a été produite en multipliant la courbe sans Au@DTDTPA:Gd par 46 %. Cela 
produit la courbe à laquelle on pourrait s'attendre si l'effet de la radiation et des 
Au@DTDTPA:Gd étaient simplement additif. 
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III.4 Tests in vivo 
III.4.1 Biodistribution 







Fig. III-IO : Diverses images par résonance magnétique de souris Balb/c montrant la 
biodistribution après infusion de Au@DTDTPA:Gd. 
On peut apercevoir qu'il y a accumulation de Au@DTDTPA:Gd dans divers 
organes. En priorité, on peut apercevoir une accumulation dans les tumeurs, ce qui était 
attendu. Une étude plus approfondie de l'accumulation dans les tumeurs sera décrite à la 
section suivante. Les autres organes dans lesquels on a pu voir une présence préférentielle 
étaient les reins, la vessie, et les intestins. 
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III.4.2Pharmacocinétique 
Les images offrant aussi des données quantitatives, cela nous a permis de suivre la 
concentration de Au@DTDTPA:Gd dans la tumeur et dans le tissu avoisinant. On peut voir 
ces valeurs à la Fig. III-11 (a), avant, pendant et après une infusion de 10 min de 13,5 mg 
de Au@DTDTPA:Gd. De la même façon que la relaxivité, la concentration est celle de Gd 
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Fig. III-ll : Perfusion pendant et après une infusion intraveineuse de 13.5 mg de 
Au@DTDTPA:Gd. 
Les valeurs sont données pour les concentrations de Gd relié aux Au@DTDTPA:Gd. (a) 
Dans les tumeurs et le muscle adjacent, (b) Dans la région bien et pauvrement perfusée de 
la tumeur (Hébert et al, 2010). 
Ces données nous permettent de constater plusieurs éléments. Premièrement, on 
peut remarquer que les Au@DTDTPA:Gd entrent rapidement dans la tumeur pour atteindre 
un maximum de 0,3 mmol/L dans la tumeur et de 0,12 mmol/L dans le muscle environnant. 
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Ce maximum est atteint à la fin de l'infusion de 10 min, indiquant une élimination rapide 
du système sanguin. 
Cette valeur 3 x 10"4 mol de Gd peut être utilisée afin de calculer la fraction de 
l'infusion initiale qui a atteint la tumeur. Pour ce calcul, on a besoin du volume de la 
tumeur, qui est mesuré à environ 3 x 10"5 L et de la masse moléculaire de 
Au@DTDTPA:Gd par mole de Gd. Comme une nanoparticule d'or de 5 nm contient 
environ 3700 atomes d'or (voir annexe VII.2.1) et que la masse atomique de l'or est de 
197 u.m.a. On obtient donc 7,32 x 105 u.m.a. d'or par nanoparticule. Nous avions trouvé à 
la section 1.1.1 par analyse thermogravitométrique que le recouvrement de DTDTPA.Gd 
correspondait à 49 % de la masse des nanoparticules. Comme il y a un Gd par 
DTDTPA:Gd et que la masse atomique du DTDTPA:Gd est de 668 u.m.a, on trouve qu'il y 
a 1,05 x 103 g de Au@DTDTPA:Gd par mole de Gd. La quantité de Au@DTDTPA:Gd par 
tumeur est donc de. 
« 10~2 mg, i.e., 0,08 % de la quantité initiale infusée. 
On peut ensuite remarquer que la concentration dans la tumeur est environ 2,5 fois 
plus élevée que dans le muscle environnant. Cela s'illustre bien par le ratio entre les deux 
qui demeure approximativement constant durant les 80 min d'acquisition. Cela provient du 
fait que le taux d'élimination des Au@DTDTPA:Gd est sensiblement le même dans la 
tumeur ou dans le muscle. En effet, on remarque une élimination de style exponentiel dans 
les deux cas. On trouve une demi-vie d'élimination de 22 min pour la tumeur et de 20 min 
pour le muscle environnant. 
La force de cette technique est qu'on peut changer la zone d'intérêt selon les 
besoins. À la Fig. III-11, on a suivi le comportement de Au@DTDTPA:Gd dans les 
tumeurs pour deux zones des tumeurs : les zones bien perfusées et les zones pauvrement 
perfusées. Nous avons défini les zones bien perfusées comme étant celles ayant plus de 
0,1 mmol/L de Gd après les 10 min d'infusion de 13,5 mg de Au@DTDTPA:Gd. Au 
contraire, les zones pauvrement perfusées sont celles ayant moins de 0,1 mmol/L de Gd 
après l'infusion. Un exemple de ces régions est illustré à la Fig. III-12 (b). 
3xlQ^mol de Gd 
L 
1,05 xlQ3 g de Au@DTDTPA: Gd 
mol de Gd 
x 3xl0"5L 
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Fig. 111-12 : Imagerie par résonance magnétique durant l'infusion de Au@DTDTPA:Gd. 
Images par résonance magnétique de coupes transversales de souris Balb/c ayant deux 
tumeurs MC7-L1 pendant l'infusion intraveineuse de 13,5 mg de Au@DTDTPA:Gd dans 
la veine de la queue (a) avant infusion (b) 10 min. post infusion. Un exemple de régions 
bien perfusées (Bp) et pauvrement perfiisées (Pp) est montré (Hébert et al., 2010). 
On peut observer un mode de distribution différent pour chacune de ces zones. Dans 
les régions bien perfusées, on peut observer que la concentration augmente rapidement à un 
taux de 0,046 mmol/L min durant l'infusion. Elle décroit ensuite exponentiellement avec 
une demi-vie de 21 min. Au contraire, la concentration dans les zones pauvrement 
perfusées augmente très lentement à un taux de 0,005 mmol/L min durant l'infusion. 
Aucune diminution de la concentration n'a été observée durant les 90 minutes des 
expériences. 
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III.4.3Test de survie 
Les résultats des tests de survie sont montrés à la Fig. 111-13. On peut voir que le temps 
moyen de survie pour les souris sans traitement est de 9,5 jours. Les Au@DTDTPA:Gd 
semblent avoir une certaine toxicité pour la tumeur, même en l'absence de radiation, 
puisque le temps moyen de survie passe à 13 jours et que cette courbe est statistiquement 
différente selon l'analyse présentée à la section II.4.4. Il n'y a cependant pas de différence 
statistique entre celle-ci et les courbes des souris traitées avec les rayons X, avec ou sans 
Au@DTDTPA:Gd. Cela ne montre donc pas d'effet synergétique entre la radiation et 
Au@DTDTPA:Gd. En fait, la courbe pointillée montre la courbe de survie que l'ont aurait 
dû voir si les deux traitements avaient été simplement additifs. On voit donc que la survie 
moyenne des souris est légèrement plus faible que la courbe additive attendue. Cela montre 
au contraire un léger effet radioprotecteur de Au@DTDTPA:Gd. Dans tous les cas, les 
souris n'ont montré aucun signe de douleur ou de détresse, et ce, en se basant sur les 
critères du Conseil canadien de protection des animaux (Guide to the care and use of 
experimental animais. 1993). Ces signes sont : animal en retrait, morsures, hérissement des 
poils, dos voûté, yeux et abdomen creux, déshydratation et perte de masse. 
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Fig. 111-13 : Graphique de la survie de souris après différents traitements de tumeurs MC7-
L1 sous-cutanées. 
Taux de survie des souris avec ou sans (0) infusion dans la veine caudale de 13.5 mg de 
Au@DTDTPA:Gd et avec ou sans (0) un traitement d'irradiation de rayons X de 10 Gy. 
Les souris sont irradiées 20 min postinfusions et sont considérées « morte » après quand le 
volume tumoral a triplé. La courbe attendue en considérant un effet additif du traitement au 
Au@DTDTPA:Gd et de l'irradiation est montrée en pointillé. Chaque point représente une 
souris (Hébert et al., 2010). 
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III.5 Peptide Tat 
Afin de caractériser les Au@DTDTP A : Gd+Tat, nous les avons soumis aux mêmes tests 
que les Au@DTDTPA:Gd. Les résultats in vivo sont embryonnaires et nécessiteraient des 
études plus approfondies afin de bien les caractériser. On voit donc à la Fig. III-14 que la 






400 000 X 20 nm 
Fig. 111-14 : Distribution des tailles des nanoparticules avec Tat obtenues par microscopie à 
transmission d'électrons. 
Haut : Distribution des tailles des Au@DTDTPA:Gd+Tat obtenue par microscopie à 
transmission d'électrons. Bas : Image par microscopie à transmission d'électrons des 
Au@DTDTP A : Gd+T at. 
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On y remarque que ces cœurs d'or ont des tailles similaires au AU@DTDTPA:Gd. 
100 
Perte de l'humidité 
— Au@DTDTPA:Gd 
—- Au@DTDTPA:Gd + Tat 
Perte des couches • 
' externes du recouvrement 
Perte associée au tat 
Perte de la couche -
de recouvrement collée à l'or 
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Fig. 111-15: Variation de la masse dans l'analyse thermogravitométrique des nanoparticules 
d'or avec et sans Tat. 
Une analyse thermogravitométrique a ensuite été utilisée pour caractériser le 
recouvrement. L'analyse a été faite sur des échantillons de AU@DTDTPA:Gd et de 
AU@DTDTPA:Gd+Tat pour déterminer la différence entre les deux. Les résultats 
présentés à la Fig. III-15 représentent le pourcentage de la masse initiale de 25 mg de 
chaque produit. Cette analyse nous permet de comparer la quantité de recouvrement entre 
les deux sortes de nanoparticules. 
La perte de masse reliée au recouvrement se retrouve entre 200°C and 625°C (Voir 
section 1.1.1). On observe encore une perte de masse de 49 % pour les AU@DTDTPA:Gd, 
perte reliée au recouvrement de DTDTPA:Gd. Sachant ceci, on peut trouver que la perte de 
masse associée au Tat est de 3.6 %, ce qui représente 40 peptides par nanoparticules de 
5 nm de diamètre (Voir section VII.3 pour les détails du calcul). 
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Fig. III-16 : Perfusion pendant et après une infusion intraveineuse de 13,5 mg de 
Au@DTDTP A : Gd+Tat. 
Perfusion pendant et après une infusion i.v. de 13,5 mg de Au@DTDTPA:Gd (symboles 
vides) et Au@DTDTPA:Gd+Tat (symboles pleins). Les valeurs sont données pour les 
concentrations de gadolinium lié sur les Au@DTDTPA:Gd. (a) Dans les tumeurs (cercles) 
et le muscle adjacent (carrées), (b) Ratio (triangles) entre la tumeur et le muscle adjacent. 
Les résultats de la pharmacocinétique des Au@DTDTPA:Gd sont présentés à la 
figure Fig. III-16, superposés aux résultats déjà présentés du Au@DTDTPA:Gd. On peut y 
remarquer que le maximum est aussi après les 10 min d'infusion. Cependant, deux points 
importants diffèrent d'avec les Au@DTDTPA:Gd. 
Premièrement, au lieu d'une demi-vie d'élimination de 22 min pour 
Au@DTDTPA:Gd, les Au@DTDTPA:Gd+Tat ont une demi-vie de 350 min dans les 
tumeurs. De plus, la concentration atteinte dans les tumeurs est plus du double, sans que la 
concentration dans le muscle adjacent soit grandement augmentée. Le ratio tumeur/muscle 
adjacent s'en trouve donc aussi doublé. 
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IV. 1 Modèle mathématique de survie 
Dans l'étude des traitements contre le cancer, il est souvent utile de pouvoir comparer 
plusieurs traitements et l'effet combiné de ceux-ci. En effet, l'effet combiné de deux 
traitements n'est pas nécessairement la somme des effets de chaque traitement séparément. 
Si l'effet des traitements combinés est plus important que la somme des effets des 
traitements séparément, on parle d'un effet synergétique. À l'inverse, si les traitements se 
nuisent et que l'effet est moindre, on parle d'effet antagoniste. 
Le modèle mathématique développé à la section III.2 nous apporte une façon simple 
et efficace de savoir si deux traitements ont un effet antagoniste, additif ou synergétique. 
Afin de montrer les avantages que peut offrir ce modèle, nous allons l'appliquer à des 
résultats précédemment publiés par d'autres groupes de recherche et regarder quelles 
informations on peut en tirer. Pour ce faire, nous allons utiliser les études cliniques de 






Fig. IV-1: Croissance des tumeurs pour le groupe traité avec 50 jaCi avec (ligne pleine) et 
sans (ligne pointillée) au 2 g de 2-DG/kg de souris (Dearling et al., 2007). 
Leur étude a été choisie selon plusieurs critères qui devaient être remplis afin de 
pouvoir être utilisable. La première peut sembler évidente, mais elle est nécessaire : ils ont 
utilisé les courbes Kaplan-Meier pour comparer leurs courbes de survie. Ensuite, ils ont 
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utilisé deux traitements qu'ils ont analysés séparément et conjointement. Cela nous 
permettra de comparer l'effet combiné expérimentalement et l'effet combiné prédit par 
notre modèle. Troisièmement, les tumeurs devaient croître, le plus possible, de façon 
exponentielle. Cela a pu être vérifié grâce aux graphiques de croissance dont il y a un 
exemple à la Fig. IV-1. La dernière caractéristique nécessaire était le critère pour lequel il 
considère la souris comme morte. Ils ont commencé leurs expériences avec des tumeurs de 
0,047 cm3 (±0,029 cm3) et ont considéré les souris mortes à un volume de 1.5 cm3, nous 
permettant de fixer à 32 la valeur M de notre modèle. 
Dans leurs études, ils ont investigué l'effet combiné de la radioimmunothérapie et le 
2-déoxy-D-glucose (2DG), un analogue du glucose, sur des souris nues (ou « nude », i.e. 
génétiquement modifiées afin d'être immunodéficientes et de ne pas rejeter les cellules 
cancéreuses humaines) portant des tumeurs d'adénocarcinome colorectal humain LS174T. 
Trois doses (50, 100, 150 jaCi) ont été administrées avec ou sans 2 g de 2-DG/kg de souris. 
Les courbes Kaplan-Meier montrant leurs résultats pour huit groupes de six souris sont 
présentées à la Fig. IV-2. 
Control - 100 (iCi 













 ^ 0.0 
0 20 40 60 
Time(days) 
Fig. IV-2: Courbes de survie de souris après traitement par radioimmunothérapie et/ou 2-
DG. 
Courbes Kaplan-Meier montrant l'effet de (A) du traitement par radioimmunothérapie seule 
(B) la combinaison de la radioimmunothérapie avec le 2-DG (Dearling et al., 2007). 
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Maintenant, si l'ont suit la procédure de la section 1II.2, les deux premiers 
paramètres à être ajustés sont la valeur moyenne (|x) et l'écart type (a) de k (caractérisant la 
croissance des tumeurs). Ces paramètres sont ajustés simultanément en utilisant la fonction 
« Genfit » (Mathcad 2001, MathSoft, Inc) permettant d'ajuster une fonction théorique sur 
des points expérimentaux (Voir l'annexe VI1.1 pour plus de détails). Us sont donc ajustés 
sur la courbe Kaplan-Meier des animaux sans traitements. Cela permet d'avoir accès à la 
croissance de la tumeur sans interférence des traitements. À ce traitement mathématique, il 
doit être précisé que les courbes Kaplan-Meier ne sont pas des fonctions au sens 
mathématique. En effet, une fonction se doit d'avoir une seule valeur en ordonnée pour 
chaque valeur abscisse. Pour le traitement mathématique, les courbes Kaplan-Meier sont 
donc transformées en « fonction Kaplan-Meier » en ne considérant que les points inférieurs 
des marches des courbes Kaplan-Meier, les seuls ayant un sens physique. Un exemple est 
montré à la Fig. IV-3 pour une courbe Kaplan-Meier où les mesures ont été prises tous les 
deux jours. Le reste du traitement mathématique est donc fait sur la fonction. 
0 2 4 6 8 10 12 14 
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Fig. IV-3: Transformation d'une courbe Kaplan-Meier (noir) en fonction (rouge). 
Après traitement mathématique, on obtient les valeurs de n = 0.33 jours'1 et 
o = 0.07 jours"1 dans les expériences de Dearling et al. Ces valeurs indiquent que le volume 
de la tumeur double chaque 2,1 jours ou, pour cette expérience, que la tumeur atteint 32 
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fois son volume initial en 10,5 jours. Comme cette valeur s'aligne avec le temps moyen de 
survie des souris non traitées, cela vient corroborer l'exactitude de la valeur. 
Maintenant, si l'on considère que la première loi de Skipper est exacte, c'est-à-dire 
que le temps de prolifération des cellules cancéreuses est constant pour une tumeur donnée, 
on peut présumer que les valeurs de p. et a vont demeurer constantes. On peut alors utiliser 
ces valeurs pour déterminer les fractions Fi ou F2 des tumeurs qui contribuent encore à la 
croissance de la tumeur après les traitements de 1 ou 2. Nous allons considérer que le 
traitement 1 est la radioimmunothérapie et que le traitement 2 est le traitement au 2-DG. 
Afin d'évaluer le paramètre Fi, nous devons fixer le paramètre F2 = 1 (ce qui 
indique que le second traitement n'a aucune contribution). La fonction "Genfit" est alors 
encore utilisée pour ajuster le paramètre Fi sur les courbes du panneau A de la Fig. IV-2. 
On ne peut pas supposer que l'effet du traitement va nécessairement être linéaire avec la 
dose, on doit donc évaluer la valeur de F1 indépendamment pour chacune des trois doses. 




50 1,4 x 10"1 
100 6,0 x 10^ 
150 2,0 x 10"6 
Tableau IV-1 : Fraction des cellules cancéreuses contribuant à la croissance de la tumeur 
après le traitement par radioimmunothérapie. 
Une valeur F1 de « 1 » indique qu'aucune cellule n'a été traitée, une valeur de « 0 » indique 
que toutes les cellules ont été traitées. 
De façon similaire, en utilisant ces valeurs et en ajoutant l'effet du deuxième 
traitement (avec 2-DG) on peut trouver les fractions de cellules cancéreuses après ce 
second traitement en présence du premier traitement. Étant donné qu'il s'agit de deux 
traitement et non d'un seul, nous utiliseront la lettre grecque en guise de F. Les résultats 
sont reportés dans le Tableau IV-2. 
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Dose 
(nCi) 
<D F, xF2 
HCi 
0 F2=l,2 X 10° — 
50 1,1 x 10"1 1,7 x 10"1 
100 8,4 x 10"3 7,2 x 10"4 
150 1,8 x 10"3 2,4 x 10"6 
Tableau IV-2 : Fraction des cellules cancéreuses contribuant à la croissance de la tumeur 
après le traitement par 2-DG combiné à la radioimmunothérapie. 
Une valeur cl) > F, x F2 indique un effet antagoniste, une valeur O < F, x F2 indique un effet 
synergétique. 
Avant de commenter la signification de ces valeurs, faisons un simple retour pour 
mentionner les postulats sur lesquels ce modèle est fondé. Le premier postulat est la 
première loi de Skipper qui stipule que les tumeurs croissent exponentiellement avec le 
temps (Skipper, 1979). Un tel postulat va être vrai si la tumeur au complet prolifère, donc 
qu'il n'y a aucune zone en quiescence (Araujo et McElwain, 2004; Dy et Adjei, 2008). 
C'est seulement si cette hypothèse est vraie que l'on va pouvoir trouver la valeur moyenne 
et l'écart type de k. 
Le second postulat stipule que les traitements administrés à la tumeur vont séparer 
les cellules en deux catégories : les cellules survivantes qui génèrent la croissance de la 
tumeur; et les cellules traitées au-delà de la réparation qui vont rester en quiescence ou vont 
mourir (Cameron et al., 1996). 
Le dernier postulat est la deuxième loi de Skipper qui dit que les cellules traitées 
vont suivre cinétique de premier ordre, c'est-à-dire que pour une dose donnée de traitement, 
le pourcentage de cellules traitées est constant pour une tumeur donnée (Cameron et al., 
1996; Skipper, 1979). 
Avec ces postulats en tête, une interprétation des résultats obtenus précédemment 
est plus simple. Les résultats du Tableau IV-1 nous disent donc qu'il reste 14 %, 0,06 % et 
0,0002 % des cellules cancéreuses contribuant à la croissance de la tumeur, ou autrement 
que 86 %, 99,94 % and 99,9998 % des cellules ont été traitées pour les doses de 50, 100 
and 150 (xCi respectivement. Cette efficacité peut sembler énorme, mais puisque le temps 
pour que la tumeur double est seulement de 2,1 jours, la survie des souris est augmentée de 
seulement 5,9,20,9 et 39,6 jours respectivement. 
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En fait, si seulement une seule cellule de la tumeur survit et est capable de se 
multiplier, c'est suffisant pour régénérer la tumeur complète (Wilcox et aï., 1966). Pour un 
temps de doublement de 2,1 jours et une tumeur de 1,5 cm (grossièrement 1x10 cellules, 
(Shackney et al., 1978)), cela va arriver en seulement 50 jours. En d'autres mots, si la 
tumeur n'a pas réapparu après ce délai, la souris peut être considérée comme en rémission. 
Comme le nombre de cellules dans la tumeur est limité et que la tumeur croit à un rythme 
fixe, un temps pour la rémission peut toujours être obtenu. Ce temps de rémission est donc 
considéré comme étant le temps requis pour faire croitre la tumeur complète depuis un 
volume initial V, d'une seule cellule. 
Dans le cas où il y a deux traitements, il faut comparer l'effet des deux traitements 
combiné à l'aide de <t> et les valeurs de F| et F2 pour les traitements seuls. Si les effets des 
deux traitements sont simplement additifs, alors on trouvera que G> = F, x F2. Sinon, nous 
aurons affaire à des antagonistes ou à un effet synergétique. Si la combinaison est 
antagoniste, alors <I> > F, x F2. Si la combinaison est synergétique, alors <t> < F, x F2 .Dans le 
cas présent, on peut voir au Tableau IV-2 que O > F, xF2 pour 100 et 150(j.Ci. Ceci 
indique que les deux traitements ont un effet antagoniste. C'est en effet ce que Dearling et 
al. en avaient déduit et qui est corroboré par la diminution de survie observée suite à la 
combinaison des deux traitements. Ainsi, nous avons pu valider le modèle mathématique 
établi à la section III.2 à l'aide de résultats obtenus par une autre équipe. Ceci indique que 
ce modèle mathématique pourrait être appliqué à d'autres études afin de déterminer si 
l'effet de deux traitements est additif, synergétique ou antagoniste, une problématique 
souvent rencontrée dans ce type d'études. 
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IV.2 Caractérisation de la stabilité 
Comme aucun gadolinium ne demeure dans le Sephadex pour les solutions de 
Au@DTDTPA:Gd, cela indique que s'il y a du gadolinium libre dans ces solutions, ce 
gadolinium est en concentration moindre que la limite de détection du système 
Sephadex/ICP-MS tel qu'il est conçu, qui est pour le gadolinium de 0.1 %. 
10"6 5 10h 1 I0"5 5 10'5 
Concentration (M) 
Fig. IV-4 : Létalité du gadolinium libre. 
L'effet de la dose de Gd sur l'induction de létalité des macrophages alvéolaires de rats 
exprimée comme une fraction des différentes sortes de cellules observées. Cellules 
normales H; cellules nécrotiques H; cellules apoptotiques ED; cellules non marquées • 
(Lizon et Fritsch, 1999). 
Comme la concentration dans les tumeurs est de 0.3 mmol/L (Voir la Fig. III-11), 
cela indique que la concentration de gadolinium libre dans les tumeurs est de moins de 
10"6 M. On peut comparer cette concentration avec l'étude de Lizon et Fritsch (Lizon et 
Fritsch, 1999). En effet, comme montré à la Fig. IV-4, le gadolinium n'est pas toxique pour 
les macrophages alvéolaires de rats à une concentration de 10~6 M. On peut remarquer qu'à 
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une concentration de 10"6 M, la fraction de cellules normales est de 100 % et celles des 
cellules mortes (par apoptose ou nécrose) est de 0, dans les limites de l'erreur. Le niveau de 
gadolinium libre dans les solutions de AU@DTDTPA:Gd est donc suffisamment bas pour 
ne pas causer de toxicité dans nos expériences. Bien sûr, le gadolinium risque de 
s'accumuler de façon préférentielle dans les tumeurs grâce à l'effet EPR. Cependant, la 
concentration de Au@DTDTPA:Gd utilisée pour le calcul considère déjà cet effet. 
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IV.3 Tests in vivo 
Les expériences effectuées in vivo ont montré une accumulation préférentielle des 
Au@DTDTPA:Gd dans les tumeurs. Cela s'explique par leur mode de distribution, qui est 
représenté à la Fig. 1V-5. Les nanoparticules, qui sont en forte concentration dans le sang 
durant l'infusion, sortent des néovaisseaux des tumeurs par leur porosité. Cela augmente la 
concentration rapidement dans les zones bien perfusées. À la fin de l'infusion, les 
nanoparticules sont rapidement éliminées du flot sanguin par les reins et le système 
urinaire. La concentration dans les zones bien perfusées commence à diminuer lorsque les 
nanoparticules sont évacuées : soit par le flot sanguin par la même voie par laquelle elles 
sont entrées; soit par le système lymphatique; soit par diffusion vers les zones pauvrement 
perfusées. A ce stade, nos données ne nous indiquent pas si le drainage lymphatique est 
véritablement déficient dans la tumeur. 
Fig. IV-5 : Représentation schématique des mécanismes par lesquels des nanoparticules 
peuvent être accumulées et éliminées de la tumeur. 
La tumeur est séparée en deux régions, bien et pauvrement perfusées. 
Pour ce qui est des régions pauvrement perfusées, l'apport en nanoparticules d'or se 
fait uniquement par diffusion dans le tissu interstitiel de la tumeur. Cela explique 
l'augmentation plus lente, celle-ci dépendant de la concentration de nanoparticules dans le 
tissu interstitiel environnant. Cela explique aussi pourquoi nous n'observons pas de 
diminution de la concentration durant la période de l'expérience étant donné que 




Région bien perfusèe 
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Les autres organes dans lesquels nous avons observé une accumulation des 
Au@DTDTDPA:Gd furent les reins, la vessie et les intestins. L'accumulation dans les reins 
et la vessie peuvent s'expliquer facilement par mode d'élimination urinaire rapide des 
nanoparticules d'or. La vessie se colore en noir plutôt qu'en blanc dû au fait que l'on sature 
la détection, il y a trop d'agent de contraste. La présence dans les intestins, quant à elle, 
peut s'expliquer par la grande quantité de sang dans cet organe. 
Cette biodistribution est en accord avec les valeurs trouvées pour les nanoparticules 
de Hainfeld et al. et déjà présenté au Tableau 1-1. Les deux premiers s'expliquent 
facilement par le fait que les Au@DTDTPA:Gd sont éliminés rapidement par la voie 
urinaire. L'accumulation dans les intestins s'explique par la grande vascularisation de cet 
organe, apportant ainsi une plus grande quantité de nanoparticules à cet organe. 
Ces résultats sont aussi en accord avec les valeurs trouvées par Alric et al. qui ont 
mesuré l'accumulation de Au@DTDTPA:Gd par rayons X (Alric et al., 2008b) et IRM 
(Alric et al, 2008a). Ils ont eux aussi observé une accumulation dans les reins, l'urètre et la 
vessie (Fig. IV-6). 
Rayons-X 
Flg. IV-6 : Images de la distribution de Au@DTDTPA;Gd dans des rats. 
(a) Image par rayons X de rats avant et après injection de Au@DTDTPA:Gd. (e) (f) Image 
par résonance magnétique pondérée T| de souris respectivement avant et 45 min après 
injection de Au@DTDTPA:Gd. (K pour les reins, U pour l'urètre, B pour la vessie et WC 
pour le tube récoltant l'urine.) (Alric et al, 2008a; Alric et al., 2008b). 
Ils ont aussi détecté le Au@DTDTPA:Gd dans les poumons, le foie, le pancréas et 
le cœur. Cependant, les concentrations dans ces organes étaient toutefois de 3 à 10 fois 
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inférieures à celle dans le système urinaire. Ils attribuent aussi la présence de nanoparticules 
au grand débit sanguin dans ces organes. Cependant, malgré la présence dans ces derniers 
organes, ils n'y détectent pas d'accumulations indésirables à long terme. Les nanoparticules 
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Fig. IV-7: Graphique de survie de rats portant des tumeurs gliosarcome 9L traitées par 
radiation et/ou Au@DTDTPA:Gd. 
Courbe noire : rats non traités; Courbe rouge : rats irradiés à ~460 Gy à 100 keV d'énergie 
moyenne 20 min après injection de 1,4 mL, 10 g Au/L (Alric etal., 2008a). 
Alric et al. (Alric et al., 2008a) ont eux aussi testé l'effet radiosensibilisateur de 
Au@DTDTPA:Gd chez des rats. Ils ont irradié leurs rats portant des tumeurs cérébrales 
gliosarcome 9L avec -460 Gy à 100 keV environ 20 min après l'injection de 1,4 mL 
contenant 10 g d'Au par litre. Leurs résultats sont montrés à la Fig. IV-7. Ils en déduisent 
que les Au@DTDTPA:Gd ont l'habilité d'augmenter la survie des rats portant ces tumeurs. 
Quoi qu'ayant obtenu des résultats similaires aux nôtres, on voit qu'ils en déduisent des 
conclusions différentes. Une comparaison plus approfondie de ces résultats est donc 
nécessaire. 
La première différence que l'ont peut remarquer est la dose utilisée. Contrairement 
au 10 Gy que nous avons utilisé, ils ont utilisé une dose extrêmement élevée de 460 Gy. 
Malgré le fait qu'ils n'ont pas étudié la même lignée cellulaire, il semble étrange qu'ils 
aient utilisé une dose aussi élevée. Combiner avec cette dose, on peut remarquer l'absence 
de courbe contrôle avec nanoparticules seules et irradiation seule. Ces contrôles sont 
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nécessaires afin de savoir de quel(s) traitement(s) l'augmentation de survie provient. Leurs 
conclusions auraient pu être en accord avec les nôtres s'ils avaient pu comparer avec des 
courbes contrôles. En l'absence de ces contrôles, nous conservons donc notre conclusion 
sur l'effet radioprotecteur des Au@DTDTPA:Gd. 
Fig. IV-8: Interaction prédominante des photons en fonction de leurs énergies et du numéro 
atomique de la matière avec laquelle les photons interagissent. 
Le point indique la position de l'or irradié au Therapax. (Hubbell et Seltzer, 2010). 
La première raison pouvant expliquer l'absence d'effet radiosensibilisateur peut être 
la localisation des nanoparticules dans la tumeur lors de la radiothérapie. En effet, la cible 
préférentielle pour tuer une cellule est son ADN. L'augmentation de dose devrait donc se 
faire préférentiellement sur l'ADN et nous n'avons aucune évidence montrant que les 
nanoparticules aient traversé la membrane cellulaire, encore moins la membrane nucléaire. 
Cependant, il est fort probable qu'elles n'aient pas besoin de passer ces membranes pour 
causer une augmentation de dose. Comme montré à la Fig. IV-8, l'effet prédominant de la 
radiation avec l'or est l'effet photoélectrique. Cela indique que les électrons éjectés de l'or 
auront une énergie égale à l'énergie du photon, à l'énergie d'ionisation près. Comme 
l'énergie moyenne des photons est de 56 keV, les électrons éjectés seront alors très 
énergétiques. Si l'on se reporte au calcul Monte-Carlo de Meesungnoen et al. 
(Meesungnoen et al., 2002) montré à la Fig. IV-9, on peut voir qu'un électron de 56 keV 
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aura une pénétration dans l'eau de 30 |am, ce qui est de l'ordre de grandeur de la taille des 
cellules (Voir Fig. II-3). 
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Fig. IV-9: Pénétration des électrons dans l'eau liquide. 
Variation de la distance de pénétration des électrons dans l'eau liquide à 25°C en fonction 
l'énergie initiale des électrons entre 0,2 eV et 150 keV. La ligne pleine représente les 
résultats des calculs Monte-Carlo comparativement à d'autres valeurs publiées 
précédemment (Meesungnoen et al., 2002). 
Reconsidérons maintenant les résultats obtenus par Hainfeld et al. (Hainfeld et al., 
2004) (voir Fig. 1-7). Ils ont obtenu une radiosensibilisation aux rayons X avec une 
irradiation 2 min après l'injection de nanoparticules d'or. Selon nos résultats, un délai si 
court ne laisse pas assez de temps aux nanoparticules de se localiser à l'intérieur des 
noyaux cellulaires. En effet, comme montré à la Fig. IV-10, les tailles idéales afin de 
traverser les membranes cellulaires sont de 50 nm, et même à cette taille cela peut prendre 
quelques heures pour qu'elles puissent pénétrer dans les cellules en quantité suffisante. 
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Fig. IV-10 : Dépendance (A) temporelle et (B) de taille pour l'inclusion de nanoparticules 
dans les cellules (Chithrani et al., 2006). 
L'hypothèse est en fait que l'augmentation de dose due à la présence d'or ne 
s'attaque pas à l'ADN des cellules cancéreuses dans ce cas-ci. En effet, dans ce court délai 
de 2 min, les nanoparticules sont probablement encore dans le voisinage de la 
vascularisation. Lors de l'irradiation, le dépôt de dose se fait alors au niveau de la 
vascularisation, bloquant l'accès de la tumeur aux nutriments, augmentant par le fait même 
la survie des rongeurs par un effet indirect. Que cette hypothèse soit véridique ou non, cela 
démontre que des dommages peuvent être faits même si les nanoparticules ne sont pas à 
proximité de l'ADN. Cependant, cela n'explique pas pourquoi nous ne voyons pas d'effet 
synergétique entre les Au@DTDTPA:Gd. 
Regardons à présent les différences entre l'expérience de Hainfeld et al. et la nôtre. 
Ils ont utilisé une radiation similaire et des souris Balb/C. Leur modèle animal consistait 
également en l'implantation de tumeurs aux cuisses. Cependant, ils ont utilisé la lignée 
EMT-6 et nous avons utilisé la lignée MC7-L1. En principe, la lignée cellulaire ne devrait 
pas changer radicalement les conclusions de l'expérience. Surtout que Alric et al. (Alric et 
ai, 2008a) ont obtenu des résultats similaires aux nôtres avec des tumeurs cérébrales 
gliosarcome 9L, malgré qu'ils en ont déduit des conclusions différentes. La différence à 
laquelle nous allons donc nous attarder est donc le recouvrement sur les nanoparticules 
d'or. 
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En effet, nous ne connaissons que très peu de choses sur le recouvrement des 
nanoparticules utilisées par Hainfeld et al. Il s'agit peut-être simplement d'un recouvrement 
d'ions comme décrit par la Fig. 1-3 ou un autre type non mentionné. Celui-ci est par contre 
très mince, car les nanoparticules n'ont que 1,9 nm de diamètre. Tandis que nos 
Au@DTDTPA:Gd ont un recouvrement de 3,9 nm comme calculé à l'annexe VII.3. Cette 
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Fig. IV-11: Dépôt de l'énergie par les électrons dans l'eau par des nanoparticules d'or. 
Résultats de la simulation Monte-Carlo du transport de l'énergie déposé par les électrons 
secondaires éjectés de nanoparticules d'or de 3 nm dans l'eau avec une irradiation de 
100 kVp provenant du tungstène (Carter et al, 2007). 
En effet, Carter et al. (Carter et al., 2007) ont effectué des calculs Monte-Carlo pour 
des nanoparticules d'or de 3 nm de diamètre dans l'eau. Leurs calculs ne tiennent donc pas 
seulement compte de la distance de pénétration des photoélectrons. Ils tiennent aussi 
compte de l'effet Compton, de la production de paire électron/positron, de l'interaction 
avec les nanoparticules des électrons éjectés de l'eau, des électrons Auger et des électrons 
secondaires produits. Ils en déduisent que la majorité de l'augmentation de dose produite 
par la présence des nanoparticules d'or est déposée dans un rayon de 5 nm autour des 
nanoparticules d'or. 
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Ces calculs sont pour des nanoparticules sans recouvrement, représentant ainsi le 
cœur d'or des Au@DTDTPA:Gd. Or, autour de ce cœur d'or il y a un recouvrement de 
3.9 nm d'épais, englobant ainsi la majeure partie de la zone où le dépôt de dose s'effectue. 
Ce même recouvrement, qui assure la stabilité des nanoparticules et en font un agent de 
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Fig. IV-12: Éjection relative de bases d'ADN Go/Gp en fonction de la concentration de 
thiol pour différente source de thiols. 
Les sources sont : WR1065(o); cystéamine(A);  DTT(T); 2ME(«); GSH(A); CoM(«); 
MSA(n). Go : Valeur G sans thiols; Gp : Valeur G avec thiols (Zheng et al., 1988). 
À ce facteur purement géométrique s'ajoute un autre défaut qui peut venir jouer 
contre le recouvrement de DTDTPA:Gd. En effet, un lien S-Au a été utilisé afin de joindre 
le recouvrement au cœur d'or. Cependant, un thiol libre peut jouer le rôle de capteur d'ions 
hydroxyle. En effet Zheng et al. (Zheng et al., 1988) ont calculé la valeur G (nombre de 
molécule de produit formé par 100 eV d'énergie absorbé) pour l'éjection des différentes 
bases de l'ADN, avec (Gp) et sans (Go) thiols. Ils ont montré à l'aide de la Fig. IV-12 que 
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différentes sources de thiol pouvait efficacement protéger l'ADN en captant les ions 
hydroxyle. 
L'épaisseur du recouvrement et la présence de groupements thiols peuvent 
expliquer pourquoi Au@DTDTPA:Gd n'a pas d'effet synergétique avec la radiation. Par 
contre, cela n'explique pas pourquoi il y a une augmentation de la survie par la simple 
injection de Au@DTDTPA:Gd sans irradiation. Les études de stabilité par ICP-MS ont 
déjà démontré que les Au@DTDTPA:Gd étaient stables et que le Gd n'était pas libéré en 
quantité suffisante pour être toxique pour les cellules (voir Fig. III-4). Ainsi, le Gd libre ne 
peut pas être en cause pour expliquer cette augmentation de survie des animaux. Surtout 
qu'aucun signe de douleur ou de détresse n'a été observé chez les souris. De plus, Alric et 
al. n'ont observé aucun signe clinique relié au Au@DTDTPA:Gd chez le rat et ce jusqu'à 
deux mois après l'injection. De plus, ils n'ont observé aucune accumulation dans les 
organes critiques (rate, cœur, cerveau poumon et foie). Si on ajoute le fait que les 
Au@DTDTPA:Gd sont toxiques pour les cellules MC7-L1 (voir Fig. III-9), cela tend à 
indiquer que Au@DTDTPA:Gd pourrait avoir un effet chimiothérapeutique. 
L'explication précise de cet effet chimiothérapeutique reste encore à être trouvée, 
mais certaines pistes peuvent déjà être soulevées. L'une d'elles est la propriété 
antiangiogénique des nanoparticules d'or, c'est-à-dire qu'elles empêchent la fabrication des 
vaisseaux sanguins qui irriguent les tumeurs. Mukheijee et al. (Mukheijee et al, 2005) ont 
attribué cet effet à l'attachement spécifique des nanoparticules d'or au facteur de croissance 
VEGF-165 (vascular endothelial growth factor-165), un facteur de croissance associé aux 
fibroblastes. 
De plus, on sait que les nanoparticules d'or sont associées au traitement de l'arthrite 
rhumatoïde depuis des décennies. Elles agiraient en affectant les fonctions des macrophages 
(Oxford Textbook of Rheumatology, 1998; Doan et Massarotti, 2005). Cependant, 
plusieurs mécanismes peuvent survenir et encore aujourd'hui aucun n'est accepté de façon 
générale comme l'unique moyen d'action au niveau biologique. Une étude plus 
approfondie sera donc nécessaire pour comprendre le mécanisme régissant l'effet 
chimiothérapeutique des Au@DTDTPA:Gd. 
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IV.4 Tests in vitro 
De la même façon qu'il n'y a pas eu d'effet synergétique in vivo, il n'y a pas d'effet 
synergétique observable in vitro. Les tests montrent en effet la même tendance quUn vivo, 
c'est-à-dire un effet additif. Corroborant ainsi les résultats in vivo. 
Cependant, malgré qu'il n'y ait pas eu d'effet néfaste détecté sur les souris alors que 
la concentration atteignait 0,3 mmol/L dans les tumeurs et 0,12 mmol/L dans le muscle, on 
voit un clair effet sur la formation de colonies avec une concentration de 5 |j.mol/L. Cela ne 
vient pas expliquer le mécanisme par lequel les Au@DTDTPA:Gd sont toxiques, mais cela 
montre bien que les Au@DTDTPA:Gd vont affecter la croissance des tumeurs MC7-L1, 
effet observé in vivo. 
L'une des explications possibles est la libération de Gd, qui est extrêmement 
toxique, en raison d'une possible instabilité du recouvrement de DTDTPA:Gd. Cependant, 
la preuve a déjà été faite, par séparation chromatographique couplée avec un 1CP-MS à la 
section III. 1.3, que la libération possible du Gd, si elle existe, se faisait en quantité trop 
petite pour avoir un effet. 
Encore ici, l'explication précise de cet effet chimiothérapeutique reste encore à être 
trouvée. Dans ce cas-ci, on peut remarquer que l'effet antagoniste des études in vivo devient 
un effet additif dans les études in vitro. Ce changement est en accord avec l'hypothèse de la 
propriété antiangiogénique des nanoparticules d'or. L'effet se verrait donc dans les études 
in vivo, mais ne pourrait pas être vu dans les études in vitro de par l'absence de 
vascularisation. L'effet chimiothérapeutique aux cellules devra donc être expliqué à 
l'avenir. Cette compréhension passera sûrement par la compréhension de l'effet des 
nanoparticules d'or aux macrophages tel que décrit à la section précédente. 
Etienne M. Hébert 
Discussion et conclusions : Peptide Tat 97 
IV. 5 Peptide Tat 
L'utilisation de la microscopie par transmission d'électron afin de connaître la taille des 
Au@DTDTPA:Gd+Tat ne nous renseigne que sur la taille du cœur d'or et non sur la taille 
de l'ensemble. Étant donné que le peptide Tat à une taille de 1,6 kDa et qu'une quarantaine 
sont liés à chaque nanoparticule, la taille est passablement augmentée. Une étude 
approfondie pourrait être faite pour connaître la taille exacte de ces nanoparticules, 
cependant il ne faut pas oublier l'objectif de contrôler la taille : cibler préférentiellement les 
tumeurs. Il est donc plus facile ici d'en vérifier l'objectif que de contrôler la taille elle-
même. 
C'est ce qui a été fait et les résultats ont été présentés à la Fig. III-16. On y voit 
clairement que les Au@DTDTPA:Gd+Tat s'accumulent de façon préférentielle au niveau 
des tumeurs. Elles s'accumulent même plus efficacement que Au@DTDTPA:Gd 
puisqu'elles atteignent une concentration de 0,8 mmol/L dans les tumeurs. De plus, cette 
augmentation n'est pas accompagnée par une grande augmentation de la concentration au 
niveau des muscles, qui passe de 0,12 mmol/1 pour Au@DTDTPA:Gd à 0,14 mmol/L pour 
Au@DTDTPA:Gd+Tat. Cela permet de doubler le ratio de la concentration tumeur/muscle. 
Dans un éventuel traitement radiothérapeutique avec des nanoparticules d'or avec un 
recouvrement causant moins de problèmes, cela augmenterait d'autant l'efficacité du 
radiosensibilisateur. 
La barrière de la vascularisation passée, la taille ne devient plus un grand enjeu 
étant donné que nous avons vu à la Fig. IV-10 que plus le diamètre des nanoparticules était 
élevé, plus elles passaient facilement au travers de la membrane cellulaire, et ce, jusqu'à 
50 nm. De plus, les peptides Tat servent justement à cela, les aider à traverser les 
membranes. Sans avoir de preuve directe que les Au@DTDTPA:Gd+Tat traversent la 
membrane cellulaire, encore moins la membrane nucléaire, on peut remarquer que la demi-
vie d'élimination augmente d'environ 1600 %. Cela suggère que les 
Au@DTDTPA:Gd+Tat traversent les membranes cellulaires et restent emprisonnés dans la 
tumeur. 
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IV.6 Conclusions générales 
Cette thèse approfondit l'étude de nanoparticules d'or de 5 nm de diamètre recouvertes de 
DTDTPA:Gd, un analogue du Magnevist, un agent de contraste pour l'IRM utilisé 
cliniquement. La taille a été contrôlée afin d'utiliser l'effet EPR et de cibler principalement 
les tumeurs cancéreuses MC7-L1 lors d'une infusion de 13,5 mg dans la veine caudale de 
souris Balb/c femelles. 
Le recouvrement a permis de mesurer à l'aide de l'IRM la distribution des 
Au@DTDTPA:Gd in vivo, et de mesurer que la concentration maximale dans les tumeurs 
se retrouvait à la fin de l'infusion de 10 min et s'élevait à 0,3 mmol/L dans la tumeur et de 
0,12 mmol/L dans le muscle environnant. On a mesuré que le taux d'élimination était 
presque le même pour les tumeurs et le muscle environnant, c'est-à-dire une demi-vie 
d'élimination de 22 min et de 20 min respectivement. On a pu mesurer qu'il y avait aussi 
accumulation dans les reins, la vessie et les intestins, sans toutefois causer de préjudices 
aux souris. 
Un test de survie a aussi été effectué sur des souris Balb/c femelles afin de mesurer 
l'efficacité de l'effet radiosensibilisateur des Au@DTDTPA:Gd. Afin de s'assurer de cette 
efficacité, un modèle mathématique caractérisant la survie des souris à partir de la 
croissance de leurs tumeurs a été développé. Ce modèle intègre l'efficacité de traitements 
permettant de trouver la courbe de survie de souris subissant deux traitements à partir des 
courbes de survie subissant les traitements séparément. 
Aucun effet synergétique n'a été observé entre une dose de 13,5 mg de 
Au@DTDTPA:Gd et une irradiation de 10 Gy post infusion avec des rayons X de 150 kVp. 
En fait, un léger effet antagoniste a été observé. L'absence d'effet synergétique a été 
attribuée au recouvrement de DTDTPA:Gd. Celui-ci étant d'une épaisseur de 3,9 nm, il 
couvre une grande majorité de la distance de 5 nm que peuvent parcourir les électrons 
éjectés des nanoparticules d'or. De plus, le moyen d'ancrage du recouvrement utilise des 
thiols qui peuvent s'avérer être des capteurs de radicaux. 
On a aussi découvert un effet chimiothérapeutique aux Au@TDTPA:Gd. Cet effet 
ne peut pas être attribué à la libération de Gd puisqu'aucun Gd libre n'a été mesuré par 
chromatographie couplée à un ICP-MS. Quoi que nous ne sachions pas le mécanisme 
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précis causant cet effet, nous savons déjà que les nanoparticules d'or ont certains effets 
antiangiogéniques et qu'elles affectent les fonctions des macrophages. Cet effet 
chimiothérapeutique a aussi été observé in vitro sur la même lignée cellulaire. 
Afin d'augmenter la rétention des nanoparticules et aider à leur transport vers le 
noyau cellulaire, cible privilégiée en radiothérapie, des tests ont été effectués en 
fonctionnalisant les Au@DTDTPA:Gd avec un peptide dérivé de la protéine Tat. Ces 
particules fonctionnalisées ont été infusées dans des souris Balb/c et suivies à l'aide d'un 
IRM. On a pu ainsi remarquer que la demi-vie d'élimination dans les tumeurs était 
augmentée de 1600 % et que le ratio des concentrations tumeur/muscle environnant avait 
doublé par rapport au ratio pour AU@DTDTPA:Gd non fonctionnalisé. 
Quoique la conclusion générale de ces études n'ait pas fourni les résultats 
escomptés, le nombre de mécanismes régissant la fabrication et l'utilisation des 
nanoparticules d'or sont désormais mieux compris. Une remodélisation des nanoparticules 
avec un recouvrement plus mince et utilisant un mode d'ancrage sans lien chimique capteur 
de radicaux pourrait permettre d'obtenir l'effet radiosensibilisateur recherché. 
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VII. ANNEXES 
VII. 1 Programme MathCad 
H  : =  0 . 1 8  c  : =  0 0 3  
(k-M)' 
G ( k , j i , a )  : = — p e  2 ' f f  
a• \]2K 
Moyenne et écart type du facteur de 
croissance des cellules vivantes k 
G est la distribution gaussienne normalisée de k 
M :=5 Facteur déterminant la survie dessouris 
fl :=0.5 f1 est la fraction descellulesqui survivent après le traitement #1 
C :=0.7 f2 est la fraction descellulesqui survivent après le traitement #2 
k ( t , f l  , f i )  : =  i - l r  
M  - ( 1  -  f l  £ 2 )  
f l - f i  
D est la distribution normalisée du temps de survie 
D(T , n , o , f l , £ 2 )  : = - |  [  — k(T , f l , £ 2)j - G ( k{T , f l , f 2 ) , n , C T )  
S est la courbe de survie 
s(t,n,o,fl ,fi) := 1 -  f l , f 2)dT 
0 
w { t , ( i , < j , f l  , £ > )  : =  1  +  —  
2 
e r f  
1  
[ r T M  - ( '  - f l  G)  
t "[ fi e 
J la  
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VII.2 Calculs du nombre d'atomes d'or par nanoparticule 
VII.2.1 Nombre d'atomes par particule 
Le nombre d'atomes par particules (Nat/Part) est déterminé par : 
rPart = rayon de la particule 
rat = rayon atomique de l'or = 146 pm 
C = compacité de l'or (cubique face centrée) = 0.74 
N = C 
at/part ^ r 
V at J 
3715 atomes pour une nanoparticule d'or de 5 nm de diamètre. 
VII.2.2 Nombre d'atomes surfacique par particule 
Le nombre d'atomes surfacique par particules (Nat/Surf) est déterminé par : 
Volume de la particule 
471 i 
V, part —( V ^ ^ p3" / 
Volume interne de la particule 
V.=i2f r .  
V paît • 2ra, y 
Volume de la surface de la particule 
V  =  V  - V  =  — ( r 3  - ( r  - 2 r  V) surf part int ^ \ P31* v paît at / J 




at / surf v_. 471 
I*part •Nat/part V part vint Vjurf Njt/surf 
nm 3 nm nm3 nm3 
1 238 4,1 1,5 2,6 199 
2 1902 33,5 20,9 12,6 967 
2.5 3715 65,4 45,1 20,3 1557 
3 6420 113,1 83,2 29,9 2294 
Tableau VII-1 : Caractéristiques des nanoparticules d'or en fonction de la taille. 
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VII.3 Calculs de l'épaisseur du recouvrement 
VII.3.1 DTDTPA:Gd 
Selon l'analyse thermogravitométrique (voir section III. 1), 
le recouvrement de DTDTPA constitue 49 % de la masse 
totale de la nanoparticule, et le cœur d'or, 51 %. Voici 
donc quelle épaisseur x de recouvrement cela représente 
pour une nanoparticule de rayon r de 2,5 nm. 
Nous avons les données suivantes. 
Mau = Masse de l'or = 51 % de la masse totale de la 
nanoparticule 
Mc = Masse du recouvrement = 49 % de la masse totale de la nanoparticule 
Pau = Densité de l'or = 19,3 g/cm3 = 19300 kg/m3 
pc = Densité du recouvrement = densité du Magnevist = 1,2 g/cm = 1200 kg/m 
mc = Masse moléculaire du recouvrement = 668 g/mole 
An •>-26 3 Vau - Volume occupé par l'or = VAu = ~^~r = 65.45 nm = 6.545 x 10" m 
Vc = Volume occupé par le recouvrement = vc -1 TC(r3 -r3) 




pV — M 
0-49 pAuVAu =0.51 peVe 
vc = —tt(r3 ~r3)= Pa"Vau — 
3 V 1 pc 51 
R = ? 
3 pAuVAu 49 
|4ti pc 51J 
+ r3 = 6.4 x 10"9m 
X = r - r = (6.4 - 2.5) x 10"9m=3,9x 10"vm = 3.9nm 1-9 
Nombre de DTDTPA:Gd (NnmTPA): v =l7t(R3-r3)= 1 032 x 10"24 m3 
NDTDTPA •' Vc xPc xnbre d'avo^dro = 1116 atomes de DTDTPA.Gd par particule de 5 nm 
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VII.3.2 Nombre de Tat 
Selon l'analyse thermogravitométrique (voir 
section III.5), le recouvrement de DTDTPA constitue 
49 % de la masse totale de la nanoparticule, et le cœur 
d'or, 51 %. Autrement, cela indique que la masse du 
recouvrement représente 96% de la masse du cœur 
d'or. 
Tableau VII-2 : Répartition de la masse dans les Au@DTDTPA:Gd+Tat. 
Selon l'analyse thermogravitométrique sur les Au@DTDTPA:Gd+Tat, le cœur d'or 
représente 44,45 % de la masse initiale. Cela indique que le DTDTPArGd représente 
42,67 % de la masse initiale. Comme il y a 9,28 % qui provient de l'humidité (perte jusqu'à 
200°C), il reste 3,6 % de la masse pour le peptide Tat. 
Il ne reste qu'à calculer le nombre de peptides Tat qui ont été accrochés sur les 
nanoparticules de 2,5 nm de rayon. 
Pau = Densité de l'or = 19,3 g/cm3 = 19300 kg/m3 
4 77* 
Vau = Volume occupé par l'or = VAu =~^~r3 = 65,45 nm3 = 6,545 x 10"26 m3 
Donc la masse du cœur d'or niAu = Pau x VAu = 1,263 x 10"21 kg 
On trouve donc simplement que la masse du Tat est de mTat = 1,023 x 10*22 kg 
Etant donné que la masse moléculaire du Tat est de 1558 g/mol, on calcule aisément que 
l'on a environ 40 peptides Tat par nanoparticule de 5 nm de diamètre. 
Section % de la 
masse 
Cœur d'or 44,45 
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VII.4 Caractéristiques du Therapax 
VII.4.1 Doses et débits 
Raygn-X 










1 0.8 N/D 14,8 
4 1,07 0,03 24,4 
5 1,16 0,03 29,8 
6 1.19 0,05 42.4 
7 1.15 0,05 49 
8 1,22 0,06 70,1 




Normal 5 mm 1 cm 
1 0,8 0,77 0,74 
5 1,16 1,11 1,07 
6 1,19 1.14 1.1 
8 1,22 1,17 1.13 
Temps d'irradiation 
| Protocole | 
Dose I 1 I  6 | I 8 | 
(G y) | Normal 5 mm Normal 5 mm Normal | 5 mm | 
2 I Ml 1,73 1,80 
5 W 4,25 4,44 ••i 
10 m 8,45 8,82 
20 25,03 26 16,86 17,59 16,45 17,15 
50 62,03 64,96 42,07 43,91 41,04 42,80 
100 125,03 129,9 84.08 87,77 82,03 85,53 
150 187,53 194,84 126.10 131,63 123,01 128,27 
Protocole | 
\Dose I 4 | I 5 | I 7 | 
(Gy) Normal 5 mm Normal 5 mm Normal 5 mm 
2 1,90 1.97 1.75 1,83 1.79 1,85 
5 4,70 4,88 4,34 4,53 4,40 4,55 
10 9,38 9.74 8,65 9,04 8,75 9,06 
20 18,72 19,45 17,27 18,05 17,44 18,07 
50 46,76 48,57 43,13 45,08 43,53 45,10 
150 140,22 145,66 129,34 135,17 130,48 135,19 
Tableau VII-3 : Doses et débit de dose du Therapax. 
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VII.4.2 Rendements en profondeur 
Rendements en profondeur (%) 
Technique #4 sow cDA = i.ismmAi 
SSD 16 cm 
Cylindre : 
Profondeur 1.0 cm 15 cm 2 .0 cm 2 .5 cm 3.0 cm 4.0 cm 5.0 cm 
0 0 cm 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 
0.5 cm 70.6 72.7 74.8 76.1 77.4 79.0 80.3 
1.0 cm 51.3 54.2 57.1 58.8 60.6 62 5 638 
2 .0 cm 29.8 32.1 34.5 36.0 37.5 39.5 40.8 
3.0 cm 18.1 19.6 21.1 22.5 23.8 25.6 26.9 
4.0 cm 11.6 12.7 13.7 14.6 15.4 16.9 18 0 
5.0 cm 7.7 8.4 9.2 9.8 10.5 11.4 12.3 
6.0 cm 5 1 5.6 6.1 6.6 7.1 7.9 8.5 
7.0 cm 3.5 3.8 4 2 4.5 4.9 5.5 6.1 
8.0 cm 2.4 2.7 3.0 3.2 3.4 4.0 4.4 
9.0 cm 1.6 1.8 2.0 2.2 2.5 2.9 3.2 
10.0 cm 1.2 1.3 1.4 1.6 1.8 2.1 2.4 
SSD 25 cm 
Cône : 
Profondeur 10 .0 cm 15 .0 cm 
0.0 cm 100.0 100.0 
0.5 cm 82.6 83.5 
1.0 cm 68.2 69.3 
2.0 cm 46.0 47.2 
3.0 cm 32.1 33.3 
4.0 cm 22.7 24.1 
5.0 cm 16.5 17.7 
6.0 cm 12.2 13.2 
7 .0 cm 9.1 10.0 
8.0 cm 6.9 7.7 
9.0 cm 5.2 5.8 
10.0 cm 4.0 4.4 
Tableau VII-4 : Rendement en profondeur du Therapax, 80 kV 1.15 mm Al. 
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Rendements en profondeur (% 
Technique # 5 
SSD 16 cm 
80 kV CDA * 2.24 mm Al 
Cylindre 
Profondeur | 1.0 cm 1.5 cm 2.0 cm 2.5 cm 3.0 cm 4.0 cm 5.0 cm 
0.0 cm 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 
0.5 cm 76.7 78.5 80.3 81.5 82.8 84.4 85.5 
1.0 cm 59.5 62.3 65.0 67.0 69.1 71.5 73.0 
2.0 cm 38.1 40.7 43.4 45.4 47.3 50.1 52.2 
3.0 cm 25.2 27.2 29.1 30.9 32.6 35.0 37.0 
4.0 cm 17.3 18.8 20.3 21.5 22.6 24.4 26.0 
5.0 cm 12.0 13.1 14.1 15.0 15.9 17.5 18.8 
6.0 cm 8.5 9.3 10.1 10.9 11.6 12.9 13.9 
7.0 cm 6.1 6.7 7.3 7.8 8.4 9.5 10.4 
8.0 cm 4.3 4.8 5.3 5.7 6.1 7.1 7.9 
9.0 cm 3.1 3.6 4.0 4 3 4.7 5.4 6.1 
10.0 cm 2.3 2.6 2.9 3.2 3.5 4.1 4.6 
SSD 25 cm 
Cône : 
Profondeur 10.0 cm 15.0 cm 
0.0 cm 100.0 100.0 
0.5 cm 89.8 91.0 
1.0 cm 80.1 81.8 
2.0 cm 61.8 63.9 
| 3.0 cm 47.2 49.8 
I 4.0 cm 35.9 39.0 
| 5.0 cm 27.9 30.9 
6.0 cm 21.9 24.7 
7.0 cm 17.3 19.9 
8.0 cm 13.7 16.1 
9.0 cm 10.9 12.9 
10.0 cm 8.6 10.2 Révisé le 2000-11-27 
Tableau VII-5 : Rendement en profondeur du Therapax, 80 kV 2.24 mm Al. 
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Rendements en profondeur (%) 
Technique #6 
SSD15 cm 
100 kV CDA = 4.88 mm Al 
Cylindre 
Profondeur 1.0 cm 1.5 cm 2.0 cm 2.5 cm 3.0 cm 4 .0 cm 5.0 cm 
0.0 cm 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 
0.5 cm 82.1 83.7 85.2 86.3 87.4 88.8 89.8 
1.0 cm 68.3 70.4 72.5 74.1 75.7 77.8 79.5 
2.0 cm 47.4 49.7 52.0 53.9 55.8 58.7 60.7 
3.0 cm 31.6 34.0 36.3 38.4 40.6 43.3 45.6 
4.0 cm 23.3 25.1 27.0 28.5 30.0 32.2 34.3 
5.0 cm 17.3 18.6 19.9 21.2 22.4 24.4 26.2 
6.0 cm 12.4 13.5 1 4 6  15.6 16.6 18.2 19.8 
7.0 cm 9.2 10.1 11.0 11.7 12.5 14.0 15.3 
8.0 cm 6.8 7.5 8.2 8.9 9.6 10.8 11.9 
9.0 cm 5.1 5.6 6.1 6.6 7.2 8.3 9.2 
10.0 cm 3.7 4.1 4.5 5.0 5.4 6.3 7.1 
SSD 25 cm 
Cône : 
Profondeur 10.0 cm 15.0 cm 
Révisé le 2000-11-27 
0.0 cm 100.0 100.0 
0.5 cm 93.9 95.0 
1.0 cm 87.1 89.0 
2.0 cm 73.9 77.4 
3.0 cm 61.4 65.6 
4.0 cm 49.6 54.4 
5.0 cm 40.0 44.7 
6.0 cm 32.4 36.5 
7.0 cm 26.4 30.7 
8.0 cm 21.5 25.1 
9.0 cm 17.6 20.7 
10.0 cm 14.4 17.3 
Tableau VII-6 : Rendement en profondeur du Therapax, 100 kV 4.88 mm Al. 
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Rendements en profondeur (%) 
Technique #7 120 kV CDA = 8.28 mm Al 
SSD 15 cm 
Cylindre : 
Profondeur | 1.0 cm 1.5 cm 2.0 cm 2.5 cm 3 .0 cm 4.0 cm 5.0 cm 
0 .0 cm 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 
0.5 cm 84.2 85.7 87.2 88.2 89.1 90.7 91 7 
1.0 cm 71.2 73.2 75.2 77.0 78.7 80.7 82.8 
2.0 cm 53.5 55.7 58.0 59.7 61.5 63.9 65.9 
3.0 cm 38.0 40.0 42.0 43.7 45.4 48.4 51.5 
4.0 cm 28.4 30.2 31.9 33.4 34.9 37.4 40.0 
5.0 cm 21.3 22.8 24.4 25.6 26.9 29.4 31 4 
6.0 cm 15.2 16.5 17.8 19.0 20.3 21.8 238 
7.0 cm 11.7 13.0 14.3 15.0 15.8 17.3 18.8 
8.0 cm 8.9 9.8 10.7 11.5 12.2 13.7 14.7 
9.0 cm 6.4 7.0 7.6. 8.4 9.2 10.7 11.7 
10.0 cm 4.6 5.1 5.6 6.4 7.1 8.2 9.2 
SSD 25 cm 
Cône : 
Profondeur I 10.0 cm 15.0 cm 
0.0 cm 100.0 100.0 
0.5 cm 95.6 97.2 
1.0 cm 90.3 92.7 
2.0 cm 81.6 84.8 
3.0 cm 71.3 75.8 I 
4.0 cm 59.8 65.9 I 
5.0 cm 49.2 55.4 | 
6.0 cm 40.7 46.0 I 
I 7.0 cm 33.6 39.2 
I 8.0 cm 27.5 32.6 
I 9.0 cm 22.4 27.0 
I 10.0 cm 18.9 23.7 Révisé le 2000-11-27 
Tableau VII-7 : Rendement en profondeur du Therapax, 120 kV 8.28 mm Al. 
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Rendements en profondeur (% 
Technique # 8 
SSD 15 cm 
150 kV CDA = 12.74 mm Al 
Cylindre 
Profondeur 1.0 cm 1.5 cm 2.0 cm 2.5 cm 3.0 cm 4 .0 cm 5.0 cm 
0.0 cm 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 
0.5 cm 87.3 88.6 90.0 90.9 91.8 93.2 94.2 
1.0 cm 76.3 77.9 79.5 81.0 82.5 84.4 86.5 
2.0 cm 58.6 60.8 62.9 64.6 66.3 68.8 70.8 
3.0 cm 41.7 43.9 46.0 48.0 49.9 53.1 5 6 4  
4.0 cm 31.9 33.8 35.7 37.4 39.0 41.8 44.6 
5.0 cm 24.3 25.9 27.6 29.0 30.4 33.3 35.6 
6.0 cm 17.5 18.9 20.3 21.7 23.1 24.8 27.1 
7.0 cm 13.4 14.9 16.3 17.2 18.1 19.8 21.5 
8.0 cm 10.3 11.3 12.3 13.2 14.1 15.8 17.0 
9.0 cm 7.5 8.1 8.8 9.7 10.5 12.3 13.4 
10.0 cm 5.4 5.9 6.5 7.4 8.2 9.4 10.6 
SSD 25 cm 
Cône : 
Profondeur 10.0 cm 15.0 cm 
Révisé le 2000-11-27 
0.0 cm 100.0 100.0 
8 0.5 cm 98.1 99.5 
1.0 cm 94.3 96.9 
2.0 cm 88.5 92.5 
3.0 cm 79.3 84.8 
4.0 cm 67.5 74.5 
5.0 an 56.0 63.0 
6.0 cm 46.6 52.5 
7.0 cm 38.7 45.2 
8.0 cm 31.9 37.7 
9.0 cm 26.1 31.4 
10.0 cm 22.1 27.7 | 
Tableau VII-8 : Rendement en profondeur du Therapax, 150 kV 12.74 mm Al. 
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VII.4.3 Autres caractéristiques 
Appareil à Rayons-X THERAPAX 
Techniaue Filtration CDA AoDlicateur DSP Débit air Rétrodiffusion Débit à la Deau Temps mort 
(mm) (mm Al) (cm) (cm) (Gy/min) (Gy/min) (min) 
Cylindres : 
No 4 1 15 2.51 1.052 2.64 0.03 
1.5 15 2.51 1.072 2.70 0.03 
2 15 2.51 1.093 2.75 0.03 
2.5 15 2.51 1.100 2.76 0.03 
80 kV 0.8 Al 1.15 3 15 2.51 1.106 2.78 0.03 
4 15 2.51 1.126 2.83 0.03 
3.9 ma 5 15 2.51 1 138 2.86 0.03 
Cônes : 
10 25 0.92 1.172 1.08 0.03 
15 25 0.92 1.184 1.09 0.03 
) ,o7  O, O ^ 
Cylindres : 
No 5 1 15 2.49 1.060 2.64 0.03 
1.5 15 2.49 1.086 2.70 0.03 
2 15 2.49 1.112 2.77 0.03 
2.5 15 2.49 1.129 2.81 0.03 
80 kV 2.0 Al 2.24 3 15 2.49 1.145 2.85 0.03 
4 15 2.49 1.167 2.90 0.03 
7.9 ma 5 15 2.49 1.187 2.95 0.03 
Cônes : 
10 25 0.93 1.2S2 1.17 0.03 
15 25 0.93 1.274 1.19 0.03 
hl£  
Cylindres : 
No 6 1 15 2.37 1.058 2.51 0.05 
1.5 15 2.37 1.088 2.58 0.05 
2 15 2.37 1.118 2.65 0.05 
2.5 15 2.37 1.138 2.70 0.05 
100 kV 1.8 Al + 0.1 Cu 4.88 3 15 2.37 1.158 2.74 0.05 
4 15 2.37 1.198 2.84 0.05 
10.4 ma 5 15 2.37 1.222 2.90 0.05 
Cônes : 
10 25 0.88 1.329 1.17 0.05 
15 25 0.88 1.381 1.22 0.05 
! , / < ?  v°5 
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Appareil à Rayons-X THERAPAX 
Techniaue Filtration CDA ADDlicateur DSP Débit air Rétrodiffusion Débit à la oeau Temps mort 
(mm) (mm Al) (cm) (cm) (Gy/min) (Gy/min) (min) 
Cylindres : 
No 7 1 15 2.18 1.049 2.29 0.05 
1.5 15 2.18 1.079 2.35 0.05 
2 15 2.18 1.109 2 42 0.05 
2.5 15 2.18 1.129 2.46 0.05 
120 kV 1.1 Al • 0.3 Cu 8.28 3 15 2.18 1.149 2 51 0.05 
4 15 2.18 1.189 2.59 0.05 
11.1 ma 5 15 2.18 1.231 2.68 0.05 
Cônes : 
10 25 0.81 1.363 1.11 0.05 
15 25 0.81 1.423 1.16 0.05 
\.isr o 
Cylindres : 
No 8 1 15 2.22 1.048 2.33 0.06 
1.5 15 2.22 1.081 2.40 0.06 
2 15 2.22 1.113 2.47 0.06 
2.5 15 2.22 1.136 2 52 0.06 
150 kV 0.2 Al • 1.0 Cu 12.74 3 15 2.22 1.158 2.57 0.06 
4 15 2.22 1.208 2.69 0.06 
13.1 ma 5 15 2.22 1.252 2.78 0.06 
Cônes : 
10 25 0.83 1.407 1.17 0.06 
15 25 0.83 1.484 1.23 0.06 
1.2Z O.Od 
Tableau VIÏ-9 : Autres caractéristiques du Therapax. 
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VII.5 Table du x 
X 0 995 0.990 0.975 0.950 0.900 0.750 0.500 0.250 0.100 0 050 0.025 0.010 0.005 
1 0.02 0.10 0.46 1.32 2.71 3.84 5.02 6.63 7.88 
2 0.01 0.02 0.06 0.10 0.21 0.58 1.39 2.77 4.61 5.99 7.38 9.21 10.60 
3 0.07 0.11 0.22 0.35 0.58 1.21 2.37 4.11 6.25 7.81 9.35 11.34 12.84 
4 0.21 0.30 0.48 0.71 1.06 1.92 3.36 5.39 7.78 9.49 11.14 13.28 14.86 
S 0.41 0.55 0.83 1.15 1.61 2.67 4.36 6.63 9.24 11.07 12.83 15.09 16.75 
6 0.68 0.87 1.24 1.64 2.20 3.46 5.36 7.84 10.64 12.59 14.46 16.81 18.56 
7 0.99 1.24 1.69 2.17 2.83 4.25 6.36 9.04 12.02 14.07 16.01 18.48 20.28 
8 1.34 1.66 2.18 2.73 3.49 5.07 7.34 10.22 13.36 15.51 17.53 20.09 21.96 
9 1.73 2.09 2.70 3.33 4.17 5.90 8.34 11.39 14.68 16.92 19.02 21.67 23.59 
10 2.16 2.S6 3.25 3.94 4.87 6.74 9.34 t2.55 15.99 18.31 20.48 23.21 25.19 
11 2.60 3.06 3.82 4.57 5.58 7.58 10.34 13.70 17.28 19.68 21.92 24.72 26.76 
12 3.07 3.57 4.40 5.23 6.30 8.44 11.34 14.86 '18.56 21.03 23.34 26.22 28.30 
13 3.57 4.11 5.01 5.89 7.04 9.30 12.34 15.96 19.81 22.36 24.74 27.69 29.82 
14 4.07 4.66 5.63 6.57 7.79 10.17 13.34 17.12 21.06 23.68 26.12 29.14 31.32 
15 4.60 5.23 6.27 7.26 8.56 11.04 14.34 18.25 22.31 25.00 27.49 30.58 32.80 
16 5.14 5.81 6.91 7.96 9.31 11.91 15.34 19.37 23.54 26.30 28.85 32.00 34.27 
17 5.70 6.41 7.56 8.67 10.08 12.79 16.34 20.49 24.77 27.89 30.19 33.41 35.72 
18 6.26 7.01 8.23 9.39 10.86 13.68 17.34 21.60 25.99 28.87 31.53 34.81 37 16 
19 6.84 7.63 8.91 10.12 11.66 14.56 18.34 22 72 27.20 30.14 32.86 36.19 38.58 
20 7.43 8.26 9.5S 10.86 12.44 15.45 19.34 23.83 28.41 31.41 34.17 37.57 40.00 
21 8.03 8.90 10.28 11.59 13.24 16.34 20.34 24.93 29.62 32.67 36.48 38.93 41.40 
22 8.64 9.54 10.98 12.34 14.04 17.24 21.34 26.04 30.81 33.92 36.78 40.29 42.80 
23 9.26 10.20 11.69 13.» 14.85 18.14 22.34 27.14 32.01 35.17 38.08 41.64 44.18 
24 9.89 10.86 12.40 13.85 15.86 19.04 23.34 28.24 33.20 36.42 39.36 42.96 46.56 
25 10.52 11.52 13.12 14.61 16.47 19.94 24.34 29.34 34.38 37.66 40.65 44.31 46.93 
26 11.16 12.20 13.84 15.38 17.29 20.84 25.34 30.43 36.56 38.89 41.92 45.64 48.29 
27 11.81 12.88 14.57 18,15 18.11 21.75 26.34 31.53 36.74 40.11 43.19 46.96 49.64 
28 12.46 13.56 15.31 16.93 18.94 22.66 27.34 32.62 37.92 41.34 4446 48.28 50.99 
29 13.12 14.26 16.05 17.71 19.77 23.57 28.34 33.71 39.09 42.56 46.72 49.59 52.34 
30 13.79 14.95 16.79 18.49 20.60 24.48 29.34 34.80 40.26 43.77 46.96 50.89 53.67 
40 20.71 22.16 24.43 26.51 29.05 33.66 39.34 46.62 51.80 55.76 59.34 63.68 66.77 
50 27.99 29.71 32.36 34.76 37.68 42.94 49.33 56.33 63.17 67.60 71.42 76.15 79.49 
60 36.53 37.48 40.48 43.19 46.46 52 29 59.33 66.98 74.40 79.» 83.30 88.38 91.96 
70 43.28 45.44 48.76 51.74 56.33 61.70 89.33 77.58 86.53 90.53 95.02 100.42 104.22 
80 51.17 53.54 57.15 60.39 64.28 71.14 79.33 88.13 96.58 101.88 106.63 112.33 116.32 
90 59.20 61.75 66.65 69.13 73.29 80.62 89.33 96.64 107.56 113.14 118.14 124.12 128.30 
100 67.33 70.06 74.22 77.93 82.36 90.13 99.33 109.14 118.50 124.34 129.56 135.81 140.17 
Tableau VII-10 : Table du %2 (Scherrer, 1984) 
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VII.6 Principe de chromatographie par exclusion de taille 
Le principe d'une colonne chromatographique dépend volume hydrodynamique des 
molécules passant dans la colonne. Le volume hydrodynamique est le volume auquel les 
molécules auront accès, ce qui va déterminer la vitesse à laquelle elles pourront passer au 
travers de la colonne. (Voir Fig. VII-1) En effet, les particules des colonnes 
chromatographiques sont formées de nombreux petits pores. Les molécules les plus larges 
ne pourront pas entrer dans les pores et n'auront accès qu'au volume entre les particules du 
gel. Les molécules plus petites pourront entrer les pores et auront accès en plus au volume à 
l'intérieur des particules du gel. Les plus grosses molécules passeront donc plus rapidement 




Fig. VII-1: Principe de la chromatographie par exclusion de taille. 
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